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1.1 Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida: Aspectos 
epidemiológicos y sociales 
 En la década de los años 80, el Sarcoma de Kaposi y ciertas neumonías 
fueron aumentando en número en el área de San Francisco de EEUU.  Ante este 
hecho el Centro de Control de Enfermedades de Atlanta alertó de la posibilidad 
de un nuevo patógeno cuya diana fuese el propio sistema inmunológico. En 
septiembre de 1982 se le denominó a este síndrome con el término SIDA (AIDS) 
cuyas siglas correspondían al Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida. 
 Éste, causado por el virus de Inmunodeficiencia Humano (el VIH), es una 
enfermedad con un alto índice de mortalidad desde los años 80. En concreto con 
una mortalidad cercana al 100 % en los 5-10 años después del diagnóstico.  
 Desde entonces se ha recorrido mucho camino en la lucha global contra el 
VIH/SIDA. Se han desarrollado terapias que ayudan a controlar al virus en el 
organismo. Sin embargo, la epidemia, sigue afectando a los países Occidentales y 
a todo el globo. 
 Según estimaciones de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA  
publicadas con motivo del Día de SIDA Mundial en el año 2012 había: 34 
millones de personas portadoras del VIH, 2.5 millones de personas se infectaron 
ese año y 1.7 millones de personas murieron de enfermedades relacionadas con el 
SIDA1.  
                                                           
1
 (Datos disponibles en http://www.unaids.org/en/resources/ campaigns/20121120_globalreport2012/) 
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 En los 30 años transcurridos desde el reconocimiento de la enfermedad se 
ha trabajado  para el cuidado de las personas con la infección de VIH, identificar 
nuevas procedimientos terapéuticos, estudiar el virus y analizar su 
patogenecidad, encontrar nuevos instrumentos de diagnóstico, evaluar el papel de 
posibles coinfecciones, y mitigar los acontecimientos adversos del tratamiento 
antirretroviral así como prevenir la propia infección de VIH. 
 Desafortunadamente, los tratamientos para el VIH/SIDA son caros y por 
tanto de difícil uso en países limitados en recursos. Incluso en países de ingresos 
altos, el gasto de medicina para el tratamiento de VIH/SIDA hoy representa, 
según estimaciones recientes, el 62,4 % de coste total contra un 20 % para otras 
enfermedades crónicas y el coste por persona tratada es el 38 % más alto que el 
tratamiento de cáncer. 
La infección por VIH/SIDA se caracteriza por un descenso de linfocitos T 
colaboradores CD4 [1-3] que a medida que se hace severa, provoca mayor 
disfunción del sistema inmunológico que se acompaña de infecciones 
oportunistas y de ciertos tumores. Así la infección por VIH-1,  en principio 
asintomática, da paso al SIDA, fase en la que aparece aparecen los principales 
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1.2 La infección por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
 El descubrimiento del virus VIH-1 es relativamente reciente, y se acepta 
que probablemente el origen de la enfermedad está relacionado con el fenómeno 
de zoonosis de primates a humanos. 
 En 1983 en el Instituto Pasteur de Paris consiguieron aislar e identificar un 
retrovirus [4]. Este virus fue llamado inicialmente como virus asociado a 
linfomadenopatía (LAV, Lymphadenopathy-associated virus). Un año después el 
Dr. Robert Gallo del NCI (National Cancer Institute) confirmó el descubrimiento 
del virus y que este era el causante del SIDA. El virus fue renombrado a virus T-
linfotrópico tipo III (HTLV-III) [5, 6].  
 En 1985 se comprobó que el LAV y el HTLV-III era el mismo virus [7-9]. 
Finalmente el 23 Mayo de 1986 el Comité Internacional de Taxonomía de Virus 
acordó eliminar los nombres anteriores (LAV y HTLV-III). A partir de ese 
momento el virus del SIDA se conoce como virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH) [10]. 
Características virológicas 
 El Virus de la Inmunodeficiencia Humana pertenece a la familia 
Retroviridae (Tabla 1a) [11]. Estos virus a su vez son clasificados en siete 
subfamilias según el ICTV el (Comité Internacional para la Taxonomía de los 
Virus) [12]. Una de estas familias, los lentivirus, es el grupo al que pertenece el 
VIH tipo-1 y 2, que son retrovirus citopáticos que producen la muerte y 
15
1. Introducción 
Mario Frías Casas 
 
disfuncionalidad de las células infectadas, especialmente células del sistema 
inmune lo que originaría de esta forma fenómenos de inmunodeficiencia y otras 
enfermedades autoinmunes [13] 
 





El ciclo vital del VIH tiene dos fases, una como virión infectante cuyo 
material genético se encuentra en forma de ARN y otra en forma de provirus con 
ADN, siendo esta forma la característica en los periodos de latencia con viremias 
persistentes. 
 El mecanismo de replicación es contrario al de los virus ARN donde la 
enzima transcriptasa inversa juega un papel fundamental. Utiliza como células 
huésped a los linfocitos CD4, a los macrófagos, las células nerviosas de la 
microglía y las células dendríticas de las mucosas también conocidas como 
células de Langerhans. 
Estructura 
 El virus VIH está compuesto por una capa externa lipídica, una 
nucleocápside  y un núcleo (Figura 1a). La capa externa la componen 
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proyecciones o prolongaciones de las glicoproteínas gp120 y gp41 que son 
importantes en el momento de unión entre virus y célula hospedadora. La capa 
intermedia o nucleocápside constituida por las proteínas y el ácido nucleico 
estructurados de fuera a dentro como una matriz (p17). El núcleo o capa interior 
de forma cónica (p24) en cuyo interior está el genoma viral (dos cadenas 
idénticas de ARN unidas por la P7) y proteínas con función enzimática o 









Infección de las células hospedadoras 
El ciclo vital del VIH puede definirse bien en siete fases: 
- Fusión y entrada a la célula hospedadora 
- Síntesis de ADN 
- Integración 
- Transcripción inversa 
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- Traducción 
- Ensamblaje y salida del virus 
- Maduración 
 
La gp120 del virión entra en la célula mediante la unión con el receptor CD4 
presente en los linfocitos Th (CD4+), macrófagos y otras células. Además 
requiere unirse simultáneamente a otros receptores de quimiocinas como son el 
CXCR4 y el CCR5. Esto induce un cambio en la gp41 o proteína transmembrana 
que da lugar a la penetración y denudación de la cápside quedando libre el ARN. 
Este va a ser posteriormente utilizado por la transcriptasa inversa para la síntesis 
de una doble cadena de ADN que emigrará al núcleo celular donde va a quedar 
integrado en su genoma.  
De esta fase surge la forma replicativa del VIH, conocida como provirus. Éste 
transcribe su molde a ARN a través de enzimas como la ARN polimerasa.  
Posteriormente, emigrará al citoplasma donde se formarán nuevos viriones 
que se ensamblarán y liberarán para luego a través de las proteasas madurar y 
constituir así un virus infectivo [15-17] (Figura 1b). 
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Genoma del VIH-1 
 El genoma del VIH-1 contiene 9 genes potencialmente codificantes, los 
cuales se transcriben en más de 30 moléculas de ARN de tipo mensajero diferentes 
y tiene capacidad de codificar proteínas estructurales y enzimáticas comunes a 
todos los retrovirus, así como proteínas reguladoras [18]. 
   Entre los genes codificantes de proteínas estructurales y enzimáticas, se 
encuentran: El gen gag, que codifica una proteína precursora que sufre un 
procesamiento proteolítico, tras el cual se generan p24, p17, p7 y p6 que son  
formas maduras. El gen pol, es el que codifica la proteína dimérica p51/p66 que 
actúa como transcriptasa inversa. El gen env, que codifica un precursor altamente 
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 Además de estos genes que codifican proteínas estructurales y enzimáticas,  
el genoma del VIH presenta otros genes que codifican proteínas reguladoras. 
También existe una porción de RNA que codifica los LTR que son unas 
secuencias repetidas situadas en ambos extremos del genoma del VIH mediante 
las cuales el virus regula su replicación en la célula huésped.  
Variabilidad del VIH 
 Una de las principales características de los lentivirus es su enorme 
diversidad genética. Ello se debe a que el VIH-1 se divide en tres grupos: M, O y 
N y a su vez el grupo M, que es el responsable de la mayor parte de las 
infecciones en todo el mundo, posee múltiples subtipos [19-21]. 
 Además el VIH-1 tiene un sorprendente grado de heterogeneidad 
genómica, que se hace evidente cuando se comparan los virus de diferentes 
individuos infectados e incluso del mismo individuo. Esta heterogeneidad es 
debida a que, ya dentro de las células que infecta, la transcriptasa inversa del 
VIH-1 comete numerosos errores en la copia del RNA viral en DNA. Aunque los 
clones virales de un mismo individuo están más relacionados entre sí que con 
clones virales de otros individuos infectados, los niveles de heterogeneidad 
genética que se dan dentro de una persona son suficientes para producir virus con 
diferentes propiedades biológicas e inmunológicas. 
 De todos los productos proteicos del VIH-1, la glicoproteína gp120, es la 
que presenta una mayor variabilidad genética [22].  La generación de variantes 
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genéticos es uno de los mecanismos que el VIH-1 usa para evadir la respuesta 
inmune como veremos más detenidamente.  
 Además  las cepas de VIH-1 diferentes  pueden recombinarse, con lo cual 
se producen amplias variedades genéticas. La recombinación requiere la 
infección simultánea de una misma célula con virus diferentes y la encapsulación 
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1.3 Respuesta inmune frente al VIH-1 
Cuando el virus consigue replicarse lo hace de manera continua aunque 
con diferentes intensidades dependiendo de la eficiencia de las defensas 
inmunológicas del huésped.  En el supuesto de que en el individuo infectado por 
VIH no reciba tratamiento, la infección evoluciona en tres fases o periodos con 
características propias desde el punto de vista viral e inmunológico. Estas son 
fase aguda, fase crónica y fase final o de SIDA [23].  
Fase aguda o primoinfección 
En esta fase, que puede durar entre una y seis semanas, el sistema 
inmunológico innato intenta detener la infección y aparecen síntomas similares a 
los de una gripe que en muchos casos pueden pasar desapercibidos [24, 25]. 
Tras la infección con el VIH se suele producir un aumento brusco de su 
replicación que da lugar a un aumento del virus en sangre. Después la viremia 
desciende también bruscamente debido a que los virus se diseminan por el 
organismo y aparecen los anticuerpos específicos contra éste. Al mismo tiempo, 
la intensa replicación viral que se produce durante estas primeras semanas de 
infección, termina produciendo un descenso en el número de linfocitos T CD4 
que al ser infectados por el virus, mueren por la acción destructora del mismo. 
Durante la primera parte de este periodo se pone en marcha la respuesta 
inmune innata con intervención de macrófagos, células NK y células dendríticas. 
Los macrófagos y las células NK desarrollan su actividad citotóxica frente a los 
virus en su camino de entrada. Las células dendríticas captan los virus y los 
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trasportan a los ganglios locales, lo que reactiva la respuesta adaptativa que se 
hace patente pasadas varias semanas del contagio [24, 25]. 
Fase crónica 
Esta fase puede extenderse durante varios años y donde hay una intensa 
actividad humoral y celular. Durante este periodo los ganglios linfáticos son el 
gran reservorio y allí es donde van a tener lugar los fenómenos de infección y 
propagación del VIH. Menos de un 1% de los linfocitos afectados sufrirán una 
replicación activa albergando la mayoría de ellos un genoma proviral latente [25, 
26]. 
La respuesta del sistema defensivo del individuo empieza a tener un 
progresivo agotamiento y pérdida del control de la replicación viral. Los 
linfocitos T CD4 van progresivamente disminuyendo. 
 La respuesta del sistema inmunológico provoca una disminución en la 
carga viral por una parte pero por otra muchos virus permanecen en estado de 
latencia durante mucho tiempo, debido a la larga vida media de los linfocitos T 
CD4 de memoria infectados por el VIH, en donde puede permanecer silente 
durante más de 40 años, en forma de reservorios virales [25, 26]. 
Fase avanzada o SIDA  
 En este periodo ya existe un gran descenso de linfocitos CD4 a la vez que 
un gran ascenso de carga viral que conllevará a un deterioro progresivo de la 
respuesta humoral y celular conjuntamente a una disminución de los niveles de 
anticuerpos. De igual modo, se deterioran la actividad citotóxica CTL, la 
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citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y la actividad de las 
células Natural Killer (NK) que forma parte esencial de la respuesta inmune innata 
[27-29]. 
El  aumento de la viremia hasta altos niveles conduce a la aparición de 
manifestaciones clínicas evidentes en forma de infecciones oportunistas y 
tumores, todo lo cual define el SIDA propiamente dicho. De hecho la 
inmunodeficiencia que se adquiere llega al extremo de que las infecciones 
oportunistas son la causa de muerte más importante en estos pacientes. 
Una carga viral elevada y la caída del número de T CD4 por debajo de 200 
células/µl, indican claramente que el sistema inmunológico ha perdido la 
capacidad de controlar al virus [30-32]. 
Características de los distintos tipos de respuesta inmune frente al VIH-1 
 En los pacientes infectados por el VIH se ha descrito una respuesta 
inmunitaria intensa que abarca prácticamente todos los componentes del sistema 
defensivo. Esta respuesta es amplia en la fase aguda y crónica, desarrollándose 
frente a prácticamente todas las proteínas del virus y las células infectadas. Sin 
embargo, es insuficiente para controlar la replicación del VIH, sobre todo al final de 
la fase crónica y en la fase de SIDA, periodos en los cuales termina por agotarse.  
Respuesta Celular 
Esta respuesta es eficiente en las primeras fases de la infección por el VIH 
pero su deterioro se va acrecentado a lo largo de la fase crónica de la infección y 
se hace máxima en la fase final o SIDA propiamente dicho. Todo ello en ausencia 
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de tratamiento, que mitiga profundamente estos cambios. En ella intervienen los 
linfocitos T CD4/CD8 y las células dendríticas que colaboran en su inicio. 
En concreto las células T CD4 son las células centrales en la respuesta 
inmune por su capacidad de regular otras células como células T CD8, células 
NK y células B. En las células T CD4, al  ser las células que predominantemente  
infecta el VIH, se produce una disminución cuantitativa del número total de estas 
células y defectos funcionales importantes de las mismas. Todo ello  va 
aumentando a lo largo de la fase crónica de la infección [33-35]. 
Finalmente, las células CD4 de sujetos infectados por el VIH-1 son 
incapaces de responder frente a estímulos antigénicos, expresan muy bajos 
niveles del receptor de la IL-2 y la producción de linfocinas baja sustancialmente.  
Por otra parte las células T CD8 que muestran actividad citotóxica frente a 
diferentes proteínas estructurales y reguladoras del virus se expanden en los 
enfermos portadores de VIH. Esta respuesta es intensa y completa, y actúa como 
filtro en la selección de variantes víricas [36]. También estas células, junto con 
las NK, liberan quimiocinas que tienen la capacidad de actuar como factores 
inhibidores del VIH. Algunas de estas quimiocinas se unen a sus receptores en la 
membrana celular bloqueando la unión a ellos de ciertas proteínas de VIH-1. Con 
ello bloquean las puertas de entrada en la célula huésped impidiendo así la 
progresión de la infección, sobre todo en linfocitos T CD4 [37].  
Por último las células dendríticas se caracterizan porque son de suma 
importancia en el inicio de la respuesta inmune frente a virus. Su función es 
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captar a estos virus en la puerta de entrada, generalmente en las mucosas, 
transportándolos a los ganglios y presentándolos a los linfocitos T. En la 
infección por VIH, uno de los principales fallos precisamente es que estas células 
transportadoras del virus a los ganglios linfáticos no destruyen en su camino al 
virus y consecuentemente infectan a los linfocitos T en los ganglios. 
Respuesta humoral 
 Aunque frente al VIH se produce una respuesta humoral [38], ésta no es 
eficiente para bloquear la progresión de la infección. Esta incapacidad se debe a 
que, tanto en la fase crónica como final del SIDA, se produce una disfunción 
policlonal de las células B. Esto se manifiesta por el elevado número de células 
que espontáneamente secretan anticuerpos inespecíficos e inútiles  llegándose a 
producir una hipergammaglobulinemia policlonal e incluso un agotamiento 
funcional de las células B [39, 40]. 
 Consecuentemente, se produce una diminución de la eficiencia de la 
respuesta humoral  lo que  no excluye que una proporción de células B 
circulantes  produzcan anticuerpos frente al VIH-1. Algunos de estos anticuerpos 
tienen capacidad neutralizante y por tanto "protectora" aunque  desgraciadamente  
no son muchos los que presentan esta propiedad debido, entre otras cosas,  a la 
variabilidad de estos virus. 
Respuesta innata 
Este tipo de respuesta interviene, como hemos comentado anteriormente, 
en la fase aguda de la infección aunque muchos de sus componentes siguen 
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actuando a lo largo de todo el proceso infeccioso. Como es sabida las células 
participantes en este tipo de respuesta, son los macrófagos, las células NK y las 
células dendríticas, entre otras.  
Los macrófagos, en los enfermos VIH+, presentan defectos en su 
quimiotaxis, en su capacidad destructiva celular dependiente de anticuerpos 
(ADCC), en la actividad microbicida intracelular y  en la capacidad de producir 
IFN-γ.  
Los macrófagos, al igual que las células T, se infectan vía CD4. Sin 
embargo, los receptores Fc y del complemento pueden estar también implicados 
en la infección de macrófagos mediante opsonización del virus. 
Las células asesinas naturales (NK) son componentes esenciales del 
sistema innato que participan activamente en la vigilancia de células infectadas 
por VIH. Esta acción se lleva a cabo en la fase de infección aguda, pero se 
mantiene durante todas las fases de la infección. 
También se ha indicado el hecho de que la disfunción de NK se asocia en 
muchos casos con una progresión rápida de la enfermedad y la alta incidencia a 
infecciones oportunistas, tanto en modelos experimentales como en pacientes 
infectados por el VIH [41, 42].  
Estrategias del VIH-1 frente al sistema inmune 
El VIH utiliza estrategias para infectar al huésped y a la vez no ser 
destruido por sus defensas del mismo: 
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1) El VIH se replica a una alta velocidad con lo cual compite con el 
sistema inmunológico que tiene que adaptarse a una velocidad muchas veces 
imposible de lo marcado por el virus. Además cuando el virus se reproduce 
comete una gran cantidad de errores con lo cual genera tal diversidad de nuevos 
tipos virales que escapan a la acción vigilante del sistema inmunológico [43]. La 
consecuencia de todo esto es que el VIH-1 cambia en cada persona que infecta 
más incluso de lo que lo hace el virus de la gripe en cada una de las pandemias 
anuales a nivel global. Esto conduce a un "agotamiento" del sistema 
inmunológico que le hace ineficiente. 
2) La capacidad del VIH-1 de pasar a una forma latente al estado de  
provirus,  ocultándose del ataque de las células del sistema inmune. Esto crea una 
enorme dificultad para el sistema inmunológico que no puede identificar y en 
consecuencia destruir a las células portadoras del virus, pero que en cualquier  
momento estos provirus pueden replicarse de nuevo y generar nuevos virus [44]. 
3) El VIH posee una asombrosa capacidad de evadir al Sistema 
Inmunológico actuando sobre las células que infecta cambiando las moléculas de 
superficie para no manifestar que están infectadas y así hacerse menos 
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1.4 Células NK como parte esencial de la respuesta innata  
Las células asesinas naturales (NK) forman parte de las células de estirpe 
linfoide cuya función es importante como mediadoras de la respuesta inmune 
innata contra virus y células tumorales [47]. 
Constituyen alrededor del 15% de los linfocitos de sangre periférica y 
también pueden ser encontradas en el hígado, peritoneo y placenta [47]. Las 
células NK fueron descubiertas por la habilidad de eliminar espontáneamente a 
células tumorales in vitro lo cual le dio el nombre de "Natural Killer cells" [48]. 
La activación de estas células depende enteramente de la interacción de 
diversos receptores en su superficie (receptores de citoquinas, moléculas de 
adhesión y receptores de citotoxicidad) con sus respectivos ligandos presentes en 
la membrana de las células diana como son los tumores y las células infectadas 
por virus [49, 50].  
El balance entre la estimulación de receptores inhibidores y activadores en 
células NK va a ser fundamental en la regulación de la actividad citotóxica y 
secretora de estas células [49-51]. 
A pesar de todo, las células NK no sólo van a tener actividad citolítica. 
Estas pueden liberar diversas quimioquinas como CCL3 (CC-Chemokine ligand 
3), CCL4 y CCL5 (también conocida como RANTES) y también otras citoquinas 
como IFN-γ (Interferon-gamma) y TNF (Factor de Necrosis Tumoral). Cada uno 
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de estos factores solubles juegan un papel muy importante en inflamación, 








Tipos de Células NK 
Hasta ahora, en condiciones normales han sido descritas dos tipos de  
subpoblaciones NK, clasificadas según la expresión de ciertos marcadores en su 
superficie, como son CD16 y CD56 [55-57]. 
Por un lado tenemos a las células NK bright, las cuales poseen poca o 
ninguna expresión de CD16 y alta expresión de CD56 (CD16low/- CD56high). Éstas 
constituyen menos del 10% del total de células NK circulantes y son importantes 
en la producción de quimioquinas y citoquinas. También producen gran cantidad 
del receptor de Interleuquina-2 (IL-2) y también producen grandes cantidades de 
Interferon-γ. Esto explicaría la poca actividad citotóxica de estas NK bright 
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puesto que tienen un papel más enfatizado en la regulación del resto de células de 
los otros tipos.  
En contraste, existen las células NK dim, cuya expresión de CD16 es más 
alta sin embargo posee poca expresión del marcador CD56 (CD16high CD56low). 
Al contrario que el anterior tipo, las células NK dim constituyen 
aproximadamente el 90% del total de células NK y son las principales 
responsables de toda la actividad citolítica y de la citotoxicidad dependiente de 
anticuerpo (ADCC) [55, 57]. 
Debido a su habilidad para producir citoquinas y favorecer la activación 
de otros tipos celulares, las células NK, son un crucial enlace entre la respuesta 
innata y adaptativa [54, 58, 59].  Se ha descrito concretamente que las células NK 
interaccionan directamente con las células dendríticas en el fenómeno 
denominado cross-talk [54, 58-60].  
De esta forma, las células dendríticas activan en cierta manera a las células 
NK y a su vez éstas secretan citoquinas que ayudan a la maduración de las 
células dendríticas inmaduras influenciando de esta manera en la activación de la 
propia respuesta adaptativa (Figura 1d). 
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Ante estas habilidades de las células NK, cabría esperar por parte de éstas 
un potencial importante en la prevención y control de la infección por VIH-1. Sin 
embargo a pesar de todo, estas células en los individuos afectados por el virus se 
encuentran alteradas tanto en forma como función. Pronto se descubrió que el 
defecto en la función de las células NK estaba asociada con un progreso de la 
enfermedad [61-63]. 
Hasta la introducción del TARGA no se logró comparar los efectos de la 
viremia (paciente virémico sin TARGA/paciente avirémico con TARGA) en la 
expresión y función de los receptores NK así como los posibles cambios en la 
distribución de los distintos subtipos de células NK. 
Receptores de células NK 
Para que las células NK desarrollen su función tienen que identificar a la 
célula blanco. Para ello las células NK poseen diferentes tipos de receptores con 
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función de reconocimiento de moléculas en las células blanco y en consecuencia 
de activar la maquinaria citolítica y/o secretora de estas células. Hoy se conoce 
que la acción final de las células NK depende del equilibrio entre las señales 
inhibidoras y activadoras procedentes de sus receptores de superficie. 
Entre los receptores de activación de las células NK destacan el CD16, 
CD80, CD43 y los receptores de citotoxicidad natural (NCRs) y entre los 
inhibidores destacan ciertos receptores presentes en las células NK con capacidad 
de reconocer moléculas de histocompatibilidad. 
Receptores de moléculas HLA en células NK  
Existen receptores presentes en células NK que reconocen moléculas de 
histocompatibilidad clase I y que tienen capacidad de activar o de inhibir sus 
funciones. Precisamente del equilibrio de estas acciones, bien de activación o de 
inhibición, resultará del efecto final de las células NK, bien  desarrollando  sus 
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Estos datos provienen de las observaciones de Kärre [65, 66], quien 
utilizando variantes de una misma línea celular tumoral, encontró distinto grado 
de sensibilidad a la lisis NK, que se correlacionaba inversamente con la 
expresión de moléculas de histocompatibilidad clase I. Así fue propuesta la teoría 
de "pérdida de lo propio" (missing self theory). Esto explica el hecho de que las 
moléculas HLA propias, presente en la mayoría de las células del organismo,  
inhiban la destrucción de éstas por las células NK. Estos receptores además de 
expresarse en células NK, se encuentran también en ciertos linfocitos T.    
Existen tres familias de estos receptores [64]:  
• Receptores tipo KIR (killer cell Ig‐like receptors) 
• Receptores ILTs (immunoglobulin like transcripts) y   
• Receptores tipo lectinas 
Receptores NK tipo KIR  
Estos receptores fueron descubiertos debido a que estaban implicados en 
la inhibición de la lisis al interaccionar específicamente con determinadas 
moléculas HLA de clase I de la célula blanco. Pertenecen a la familia de las 
inmunoglobulinas [64]. 
A la palabra KIR, se añaden los sufijos 2D y 3D, que indican el número de 
los dominios de inmunoglobulina que poseen y la letra L (long) o S (short) según 
la cola citoplasmática de estas moléculas sea larga o corta respectivamente.  
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Estos receptores pueden ser de tipo inhibidor o de tipo activador. La 
distribución de estos receptores en las células NK no es homogénea y cada clon 
NK puede expresar uno o varios tipos de estos receptores. Se aprecian claras 
diferencias en la expresión de cada receptor cuando se estudian distintos 
individuos.  
Receptores NK tipo ILT  
Este tipo de receptores ILTs (immunoglobulin like transcripts) pertenecen 
a la superfamilia de las inmunoglobulinas, Algunos de estos receptores no sólo 
reconocen moléculas HLA de tipo I clásicas sino que también reconocen 
moléculas no clásicas. Pueden ser expresados en monocitos, macrófagos, células 
dendríticas, células B, T y NK [67]. 
Uno de ellos conocido como el receptor ILT-2  (LIR-1, CD85j) es el único 
miembro de esta familia que sólo está expresado en algunas células NK [68-70]. 
Tiene la capacidad de unirse varios tipos de moléculas HLA de clase I, 
incluyendo HLA-G. Se reconoce este receptor por tener una función inhibitoria 
en las células donde es expresado debido a los cuatro motivos ITIM que posee 
intracitoplasmáticos (immunoreceptor tyrosinebased inhibitory motives) Estos 
motivos tienen la propiedad de unirse al dominio SH2 que contiene las tirosín-
fosfatasas y así producir inhibición de la citotoxicidad por la desfosforilación que 
producen [68-72].  
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Varios son los trabajos en los que se ha demostrado que este receptor 
juega un papel muy importante en la infección por VIH donde se ve 
incrementada su expresión en células NK así como en células CD8 citotóxicas 
[73-77].  
Receptores NK tipo lectina 
La tercera familia de receptores NK que se unen a moléculas HLA I son la 
familia de los receptores tipo lectina. La mayoría de estos receptores son 
expresados como heterodímeros con CD94 unidos convalentemente a un 
miembro de la familia NKG2 [78-80]. 
Al igual que la familia de los KIRs la familia CD94/NKG2 tiene 
miembros que son tanto activadores como inhibidores. Uno de los miembros 
inhibidores de esta familia es NKG2A. En concordancia con su función 
inhibitoria tiene cola intracitoplasmática con motivos ITIM. Las formas 
activadoras de esta familia son NKG2C, NKG2E y NKG2H [81, 82]. 
El ligando de CD94/NKG2 es la molécula no clásica HLA-E [81, 82]. 
Las moléculas HLA-E se caracterizan porque se encuentran asociadas con 
péptidos derivados de la secuencia líder de  las moléculas HLA clase I. Este 
fenómeno, descubierto por F. Borrego [83], tiene una gran relevancia en el 
mantenimiento de la identidad inmunológica de cada uno de los individuos. 
Se considera a estos receptores de especial importancia en los procesos de 
regulación de las células NK, debido a la extensa distribución de las moléculas 
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de histocompatibilidad HLA-E que reconocen y sobre todo por el hecho de 
encontrarse presentes en un amplio número de células NK (60-80 %). 
Al igual que ocurría con el receptor ILT-2, tanto CD94/NKG2A como 
CD94/NKG2C diversos trabajos han descrito las alteraciones y cambios en su 
expresión como efecto de la viremia indicando que estos dos receptores son 
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1.5 Efecto de la infección por VIH-1 en las células NK 
Ha sido descrito que el virus VIH-1 para escapar del sistema inmune 
utiliza como estrategia inducir una baja expresión de las moléculas HLA-A y 
HLA-B en la superficie de la célula que infectan por lo que la actividad de las 
células NK sobre estas células sería defectuosa [86, 87]. En contraste con esta 
situación existe a la vez un incremento de expresión de las moléculas HLA-C y 
HLA-G como mecanismo de inmunotolerancia y cuya funcionalidad está 
relacionada con la inhibición de células efectoras, evadiendo de esta manera la 
acción no sólo de las células NK sino también de los linfocitos T CD8+ 
consiguiendo que el sistema inmune sea incapaz de eliminar células infectadas 
por el VIH-1[73, 88]. 
Además en condiciones de viremia también existe una asociación entre el 
incremento de expresión de receptores inhibidores de la citotoxicidad específicos 
de HLA-C lo que conllevaría en un aumento de células que no van a reaccionar 
ante una célula infectada por el virus [73, 88]. 
La viremia por VIH induce en las células NK diversas alteraciones tanto 
fenotípicas como funcionales [88-93]. En diversos estudios se ha descrito que el 
número de células NK que expresan iNKRs (receptores NK inhibidores) está 
aumentado en individuos virémicos [90, 94-96]. Esto sería de gran relevancia 
puesto que nos encontraríamos que las células NK del paciente VIH-1+ no 
podrían lisar ni eliminar a las células infectadas. 
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Se han observado células asesinas naturales que en condiciones de alta 
viremia han visto incrementada la expresión de CD94 (también conocida como 
KLRD1), ILT-2 (también denominada CD85j) y algunos otros miembros de la 
familia KIR [90, 95, 97, 98]. Esto tendría un efecto perjudicial para la actividad 
citolítica de las células NK y por consiguiente la imposibilidad por parte del 
organismo para controlar la replicación del propio virus. 
Por otro lado también se ha descrito que el número de células que 
expresan estos iNKRs se normalizan en situaciones de control de la viremia bajo 
tratamiento, dejando claro de esta manera la importancia de la viremia en la 
expresión acentuada de estos iNKRs. 
En cuanto al análisis de receptores activadores (aNKRs) en individuos que 
no controlan la enfermedad son expresados en menor medida respecto a células 
NK de individuos sanos. Entre ellos destacan los receptores de citotoxicidad 
natural (NCRs) y NKG2A y NKG2D. Al igual que ocurría con los receptores 
inhibidores la situación se normaliza con los receptores activadores una vez que 
la replicación se controla por tratamiento. 





A la hora de estudiar los cambios fenotípicos observados en las células 
NK en la infección por VIH-1 se ha demostrado que existe un descenso en el 
número de células de la subpoblación NK dim de función citolítica en detrimento 
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de una tercera subpoblación expandida sólo en estos individuos cuyo fenotipo 
sería  CD16high/CD56neg [92, 93, 99]. 
Esta subpoblación a pesar de que también aparece en otras infecciones 
crónicas [100] no ha sido muy estudiada. Se cree que dicha subpoblación ve 
incrementada su porcentaje respecto al número de NK totales debido a la pérdida 
de la molécula CD56 por parte del subtipo NK dim [101]. Por otro lado también, 
se ha comprobado que poseen una capacidad citolítica más ajustada respecto al 
subtipo NK dim y una secreción de citoquinas muy baja [102]. Sin embargo a 
pesar de todo, no han perdido la capacidad de secretar quimioquinas que como 
hemos visto anteriormente son esenciales en control de la replicación del virus 
VIH-1 [100]. 
Interacción entre células NK y células dendríticas. 
Diversos estudios han hecho hincapié en la regulación de la maduración y 
función de las células dendríticas por parte de las células NK, enlazando en cierta 
manera la respuesta inmune innata con la respuesta adaptativa [54, 60, 103]. 
Se ha demostrado la capacidad de las células asesinas naturales para 
eliminar de manera las células dendríticas inmaduras, sin embargo esta capacidad 
se ve mermada en la infección por VIH-1[104]. 
Por otro lado se cree que cierta manera las células asesinas naturales no 
sólo controlarían la maduración de las células dendríticas sino que también 
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ejercerían una actividad de selección de aquellas células dendríticas más óptimas 
para su función [54, 59, 103, 105].  
Ya de por si la interacción de las células NK y DC en la patogénesis de la 
infección es un área actualmente activa de investigación por lo que el estudio de 
las células NK en el contexto de vacuna terapéutica que utiliza las propias células 
dendríticas como vector es de importancia crucial para observar la propia 
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1.6 Molécula HLA-G 
El HLA-G es una molécula que pertenece al Sistema Mayor de 
Histocompatibilidad. Es clasificada como una molécula de histocompatibilidad 
de clase I no clásica. Ésta se caracteriza por tener un limitado polimorfismo [106] 
y una distribución tisular muy restringida [107]. 
Sistema Mayor de Histocompatibilidad 
La discriminación entre lo propio y lo extraño es esencial para que el 
sistema inmune elimine a cualquier patógeno que invada al organismo una vez 
que éste es reconocido como ajeno al mismo. Los linfocitos T no son capaces de 
hacer este reconocimiento directamente sino que precisan de la presentación de 
los antígenos por parte de las denominadas células presentadoras.  
Así, el elemento extraño que consigue penetrar en el organismo es 
endocitado, procesado por células del sistema monocitomacrófago y expuesto en 
la cara externa de la membrana plasmática asociado a unas proteínas de 
membrana llamadas Antígenos Leucocitarios Humanos (HLA). Esto da lugar a la 
formación de un complejo HLA-péptido antigénico que ya sí puede ser 
identificado por los linfocitos T por medio de su receptor específico (RCT) y dar 
inicio a la respuesta inmune. 
El sistema genético que codifica las proteínas de histocompatibilidad es el 
Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH) y está localizado en el brazo 
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corto del cromosoma 6 [108, 109]. Hay varios grupos de genes dentro del CPH, 
en nuestro caso son de especial interés los grupos I y II. 
Las glicoproteínas de HLA de clase I se encuentran en la membrana de 
casi todas las células nucleadas y las plaquetas, están compuestas por una cadena 
pesada alfa y una cadena ligera constante, la beta-2-microglobulina. No expresan 
este HLA los hematíes, el sincitiotrofoblasto ni los timocitos. Las glicoproteínas 
del HLA de clase II se encuentran en la superficie de las células presentadoras de 
antígenos y están formados por una cadena alfa y otra beta. 
El hecho de que los linfocitos T no reconozcan al antígeno más que en 
combinación con moléculas HLA hace que éstas deban de poseer la cualidad de 
combinarse con cualquier péptido, aunque la afinidad de esta combinación 
dependa de la estructura del péptido y del HLA correspondiente. 
El HLA de clase I se forma al ensamblarse la cadena alfa y beta-2-
microglobulina sobre un fragmento peptídico presente en el citoplasma celular y 
que es imprescindible para que el ensamblaje se realice. Este péptido puede ser 
un fragmento de una proteína propia o vírico en una célula infectada, así 
podríamos decir que el HLA de clase I expresa antígenos procedentes del interior 
de la célula. En el caso del HLA de clase II, las cadenas alfa y beta se ensamblan  
independientemente del antígeno en el fagolisosoma, así podríamos decir que 
expresa antígenos procedentes del exterior de la célula. A su vez, el HLA de 
clase I se divide en clásico o no clásico. Dentro del primer grupo encontramos el 
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HLA-A, el HLA-B y el HLA-C, dentro del segundo grupo están el HLA-E, el 
HLA-F y el HLA-G [110, 111]. 
Estructura y función de la molécula HLA-G 
La molécula HLA-G se puede expresar en 7 isoformas diferentes de las 
cuales cuatro están unidas a membrana (G1, G2, G3 y G4) y las otras tres se 
presentan en forma soluble (G5, G6,G7) [112] (Figura 1f). Entre las diferentes 
isoformas, HLA-G1 y HLA-G5 son las más expresadas y a la vez las más 
estudiadas [113]. Sin embargo, HLA-G1 puede ser liberada también como 
molécula soluble (sHLA-G1) después de escindirse de la membrana celular. De 
hecho, sHLA-G1 y HLA-G5 son consideradas las más formas solubles más 





Bajo circunstancias fisiológicas, la expresión de HLA-G está 
principalmente detectada en células del trofoblasto placentario [115],  aunque 
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también se puede encontrar en el timo [116], cornea [117], páncreas [118] y en el 
endotelio [119]. De manera ectópica la expresión de HLA-G en membrana puede 
también estar detectada en monocitos [120] y en otras células inmunitarias bajo 
diversas condiciones patológicas como trasplante, tumores, enfermedades 
autoinmunes e infecciones virales [113, 121]. 
Actualmente se acepta que la molécula HLA-G puede actuar como 
inmunomodulador. Se ha demostrado que participa en la tolerancia materno-fetal 
[122], tolerancia en el trasplante [123], descenso de la respuesta inmune 
inflamatoria [124], viabilidad de los tumores [125] y también ayuda a las células 
infectadas por virus a escapar del propio sistema inmune [126]. 
Entre las propiedades inmunosupresoras más destacadas de HLA-G (tanto 
de membrana como de forma soluble) se encuentran la habilidad de esta 
molécula para inhibir la actividad de las CD8 y células NK [127, 128] así como 
inhibir la proliferación de las células CD4 [129, 130] e inducir a las células T 
reguladoras [131]. Estos efectos dependen de las interacciones de HLA-G con 
sus receptores inhibidores específicos como son  ILT-2/CD85j, ILT-4/CD85d 
and KIR2DL4 (CD158d) expresado también en células inmunes [132]. Además 
interleuquina-10 (IL-10) conocida por ser una citoquina antiinflamatoria induce 
también la expresión de HLA-G [120]. 
Basados en estas observaciones el papel que juega HLA-G en fenómenos 
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Ejerce un papel protector frente a la actividad lítica llevada a cabo por las 
células NK de la decidua uterina, protegiendo al feto de ser rechazado por la 
madre y creando un estado de tolerancia [133-136] y tiene una distribución 
tisular restringida. 
Todas las isoformas inhiben la citolisis de células mononucleares de 
sangre periférica mediadas por células NK [133, 134]. Más recientemente se ha 
trabajado sobre la implicación de ésta molécula en otros procesos tales como los 
trasplantes, tumores, infecciones virales y determinados fenómenos 
inflamatorios. 
En el caso de los trasplantes, en algunos trabajos de investigación tales 
como el realizado por Lila et al [123], se ha demostrado que los enfermos 
trasplantados de corazón con mayor expresión de HLA-G en las muestras de 
biopsia miocárdica presentaban menos frecuencia de rechazo agudo y una 
ausencia total de rechazo crónico con respecto a aquellos en los que no se 
expresaba dicho HLA. De modo que, consecuentemente, su expresión estaría 
contribuyendo a la aceptación del órgano trasplantado mediante la inhibición de 
la acción lítica mediada por las células NK y los linfocitos T, así como mediante 
la supresión de la respuesta proliferativa alogénica [133, 134, 137] 
En el caso de los tumores, la alteración en los patrones de expresión de las 
moléculas pertenecientes al HLA de clase I y en concreto el HLA-G, podría ser 
una de las estrategias utilizadas por las células tumorales para escapar de la 
acción del sistema inmune. Así, protegería frente a la acción lítica de las células 
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NK y T que frecuentemente infiltran el tumor y evitaría la eliminación de las 
células tumorales por parte de las células efectoras [133, 138, 139]. Los tumores 
más estudiados a este respecto han sido el melanoma y los pulmones. 
En el caso de los fenómenos inflamatorios, se ha demostrado asociación 
con procesos cutáneos como la psoriasis, la dermatitis atópica y las miopatías 
[140]. 
HLA-G e infección por virus 
Los mecanismos de defensa del hospedador son eficientes y eliminan la 
mayor parte de las infecciones virales. Sin embargo, algunos virus tienen 
desarrolladas múltiples estrategias para subvertir al propio sistema inmune y 
expandirse por el organismo [141].  
Algunos de estas estrategias consisten en inducir cambios en los niveles y 
distribución de moléculas HLA de clase I clásicas y no clásicas que protegen a 
las células infectadas. 
Las células infectadas están protegidas contra el ataque de las células NK 
gracias a las moléculas clase I no clásicas, como el HLA-G. Esta molécula bien 
expresada en la membrana de la célula infectada o bien en forma soluble tiene la 
capacidad de suprimir las funciones del sistema inmune, ejerciendo una función 
inmunosupresora [142, 143]. Esta sería la evidencia más importante de que la 
molécula HLA-G está implicada en una de las estrategias adoptadas por los virus 
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1.7 HLA-G en la infección por VIH 
 
 
La infección por el virus de la inmunodeficiencia humana se asocia con 
una severa y progresiva pérdida de la función inmune, permitiendo así un alto 
riesgo de infecciones oportunistas y tumores. Se sabe que el propio virus protege 
las células infectadas de los CTL así como las células NK induciendo un 
descenso en la expresión de moléculas clásicas (HLA-A y HLA-B) e induciendo 
también un aumento en la expresión de moléculas no clásicas como HLA-G. 
Desde que se demostró que la molécula HLA-G estaba involucrada en la 
progresión de la infección ésta ha sido extensamente estudiada. Algunos autores 
incluyendo el grupo donde se ha desarrollado esta tesis, ha estudiado el papel de 
esta molécula en la infección por VIH-1 con el objeto de entender mejor la 
posible implicación de esta molécula en la evasión del virus.  
Los estudios se focalizaron en la expresión de HLA-G en monocitos y en 
linfocitos. Los primeros son relevantes como reservorios y los linfocitos son los 
más susceptibles a ser infectados por el virus VIH-1. Lozano et al. [46] encontró 
que la mayoría de monocitos expresaban HLA-G, fenómeno que no ocurría en 
los individuos sanos.  
Posteriormente se estudió la posibilidad de que esto fuera consecuencia de 
la terapia antirretroviral y se comprobó que los monocitos de personas tratadas 
expresaban más HLA-G que los pacientes que no recibían TARGA [144]. Ante 
esto se trató de analizar que fármaco podría ser el causante de dicha expresión. 
Se encontró que el NRTI era el principal contribuyente de los altos niveles de 
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HLA-G [145]. Esto hecho se corroboró cuando el número de monocitos que 
expresaban HLA-G disminuyó gradualmente después de que el NRTI fuera 
retirado. La causa del cambio de expresión en la superficie celular de HLA-G 
está actualmente en discusión. 
Por otro lado también se comprobó que existía expresión de HLA-G en 
células T CD8 [146]. Estas células CD8+HLA-G+ coincidían  con el fenotipo de 
las células T reguladoras descritas por Feger [147].     
El polimorfismo de HLA-G en la infección por VIH-1 también ha sido 
estudiado y varios alelos de HLA-G han sido asociados con el riesgo de infección 
por VIH-1.  Por ejemplo se ha asociado a G-0105N con protección y a G010108 
con la susceptibilidad de padecer la infección [148, 149]. 
 Ante esta relevancia demostrada de esta molécula HLA-G en la infección 
por VIH-1 son esenciales nuevos estudios para conocer mejor la implicación de 
esta molécula en los fenómenos de tolerancia inmune e inmunosupresión. Siendo 
observada además la influencia que el tratamiento TARGA induce en la 
expresión de HLA-G sería necesario comprobar también cómo dicha molécula se 
comporta ante nuevas inmunizaciones como es el caso de la vacuna terapéutica 
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1.8 Terapias del SIDA 
 
La identificación del entramado molecular responsable del ciclo de 
reproducción del VIH ha permitido la elaboración de fármacos que bloquean la 
actividad de enzimas virales y la entrada y salida de los virus a las células 
hospedadoras.  
Entre estas terapias destacan el uso de fármacos antirretrovirales, diversas 




Los fármacos que bloquean el ciclo vital del virus celular,  han constituyen 
lo que se viene en denominar Terapia Antirretroviral de Gran Actividad 
(TARGA). Éstos pueden actuar concretamente la entrada del virus a la célula, 
bloqueando la transcripción, integración en el ADN y en el propio ensamblaje de 
los nuevos viriones. Esta modalidad ha  representado un importante avance 
terapéutico que aunque no es curativa, ya que no erradica la infección, sí 
disminuyen  la replicación viral y retrasan la depresión inmunológica. Esto ha 
permitido convertir la infección por VIH en una enfermedad crónica controlada. 
Tienen además de positivo que con ellos se consigue bloquear el contagio de un 
individuo a su pareja en un 90% e impedir en casi un 100% la transmisión de 
madre a hijo. 
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Dependiendo de su mecanismo de acción sobre el ciclo vital del VIH 
pueden diferenciarse varios medicamentos antirretrovirales como son los 
inhibidores de la transcriptasa inversa, los inhibidores de la proteasa, inhibidores 
de entrada y los inhibidores de la integrasa. 
Inhibidores de la Transcriptasa Inversa 
Como su propio nombre indica, estos fármacos actúan bloqueando la 
enzima que convierte el ARN del virus en ADN, por lo que de esta forma el 
material genético del virus no sería traducido y el ciclo vital del virus quedaría 
completamente paralizado. 
Dentro de este grupo de fármacos dependiendo de la forma que en que 
bloquean a la Transcriptasa Inversa pueden distinguirse tres tipos distintos como 
son: los análogos de los nucleósidos (ITIAN), los no análogos de nucleósidos 
(ITINAN) y los análogos de nucleótidos (ITIANt), siendo los ITIAN son los 
fármacos antirretrovirales más numerosos y son los más utilizadas en las distintas 
combinaciones del TARGA [153-155]  
Inhibidores de la Proteasa 
Este tipo de fármaco actúa sobre la enzima viral Proteasa, la cual es la 
encargada del ensamblaje de las distintas partes del virus que se forman una vez 
que el ARN ha sido transcrito a ADN por la enzima Transcriptasa Inversa [156, 
157]. 
Desde sus inicios a mediados de los años 90 estos fármacos 
revolucionaron el tratamiento del VIH puesto junto con los ITI permitían atacar 
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al virus en dos vías importantes de su ciclo vital por lo que los resultados que se 
obtuvieron en cuanto a la replicación del virus eran muy importantes.  
Inhibidores de la entrada o de correceptores 
Estos fármacos interfieren en el anclaje del virus a la célula que van a 
infectar mediante la interacción con los receptores diana que utiliza el virus para 
entrar en la célula e infectarla. Un ejemplo serían los fármacos que bloquean el 
receptor CCR5 el cual utiliza el virus para introducirse dentro de la célula 
hospedadora [158]. 
Inhibidores de la Integrasa 
Esta clase de fármacos no están ampliamente desarrollados. Actúan sobre 
la integrasa, la cual es la responsable de la propia integración del material 
genético del virus ya transcrito a ADN por la Transcriptasa Inversa en el genoma 
de la célula hospedadora. 
No son ampliamente utilizados y su uso puede limitarse a determinados 
pacientes que por ejemplo han desarrollado resistencias a los fármacos 
anteriormente mencionados [159, 160]. 
Inhibidores de la maduración 
Al igual que los inhibidores de la integrasa no están muy desarrollados. Su 
mecanismo de acción es similar a la de los inhibidores de la proteasa aunque 
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Actualmente se considera que el medio más eficaz para lograr una 
supresión duradera de la replicación del VIH es la instauración simultánea de 
combinaciones de diferentes antirretrovirales, con los que el paciente no haya 
sido tratado previamente. Las actuales recomendaciones se centran en la 
utilización de una triple terapia conteniendo 2 ITIN+1 IP. Otra modalidad de 
terapia incluye 2 ITIN+1 ITINAN, ya que esto supone una alternativa para 
pacientes en los que no puede administrarse un IP o que presentan una carga viral 
no muy elevada. 
Sin embargo,  hoy sabemos que el uso de estos tratamientos tiene muchas 
limitaciones. Entre ellas destacan su alta toxicidad cuando el tratamiento se 
mantiene por un largo período de tiempo, la aparición frecuente de resistencias 
virales o la incapacidad de actuar sobre los virus contenido en forma de 
reservorios en forma de provirus [161]. Todo esto hace que, aunque las terapias 
antirretrovirales  son esenciales en la actualidad no son una solución definitiva.    
A estas limitaciones hay que añadir que el TARGA es necesario tomarlo 
durante toda la vida, lo que desgasta la salud del paciente y, además, supone un 
enorme  gasto para el enfermo representando un esfuerzo imposible en países en 
vías de desarrollo, donde se acumula el 70% de las personas infectadas por VIH. 
Estos contratiempos hacen que sea necesario y urgente por parte de la 
comunidad científica generar nuevos remedios, entre los cuales destacan 
claramente el disponer de una vacuna preventiva que evite la infección por VIH-
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1 o bien una vacuna terapéutica que controle la progresión de la infección en 
pacientes ya infectados [162].  
Vacuna preventivas  
Desde el descubrimiento del VIH como causante del sida se está 
intentando elaborar una vacuna preventiva que enseñe al sistema inmunitario a 
defenderse de este virus, al igual que ha ocurrido con la viruela,  la poliomielitis 
y otras muchas infecciones.  
Las vacunas preventivas frente al VIH/SIDA, deben de estar diseñadas 
con un doble fin. Por una parte deben de enseñar a los linfocitos B a producir 
anticuerpos neutralizantes frente al virus y por otra parte que permitieran a las 
células T citotóxicas específicas identificar las células infectadas por el virus y 
destruirlas [163].  
Esta vacuna además debería ser eficaz frente a todos los subtipos de VIH y 
tener como diana antígenos comunes para múltiples variantes del virus [164]. 
También debería evitar la transmisión de los virus tanto por vía hematológica 
como a través de  mucosas. La realidad hoy es que debido a las características del 
VIH-1 y el escaso conocimiento sobre la inmunopatogenia de esta infección, 
existen  serias dificultades para  la consecución  de una vacuna preventiva. [165, 
166].  
Las vacunas tradicionales se confeccionaban introduciendo los patógenos 
completos atenuados para que el Sistema Inmunológico pueda producir 
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anticuerpos y esté preparado para luchar contra la infección, una vez que ésta se 
produzca de manera real [167, 168]. Este sistema es válido, siempre y cuando el 
agente infeccioso no mute. Pero esto no ocurre en la malaria, la gripe o el SIDA. 
 Por ello en el caso del SIDA la mejor opción podría ser el uso de  
componentes aisladas del virus inyectados directamente, o bien inyectando genes 
virales trasportados por otros virus inactivados (vectores).   
Vacunas terapéuticas  
 
Ante las dificultades arriba indicadas para disponer de una vacuna 
preventiva frente al VIH-1 y la expectativa de que esta no existirá hasta dentro de 
cierto tiempo, se ha pensado en generar vacunas de tipo terapéutico. Este tipo de 
vacunas  complementarían a los tratamientos con antirretrovirales o incluso 
podrían sustituirlos en aquellos enfermos donde su tolerancia a estos tratamientos 
es menor.  
Además debido a que la vacuna sería más económica que lo 
antirretrovirales, su uso estaría indicado en aquellos enfermos con dificultad por 
problemas presupuestarios. Sin duda esto representaría una gran ventaja debido a 
los efectos secundarios y el alto coste de las terapias antirretrovirales usadas y 
además podría permitir que el tratamiento con este tipo de vacunas llegase  a toda 
la población necesitada, principalmente en el tercer mundo. 
Con esta idea en mente se iniciaron los trabajos dirigidos a conseguir este 
tipo de vacuna curativa en España por el “Grupo Español de Vacunas 
Terapéuticas y Preventivas contra el SIDA" formado por clínicos, virólogos,  
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inmunólogos y biólogos moleculares procedentes de diferentes centros e 
instituciones de España y el apoyo de diferentes Instituciones. 
Este grupo inició, entre otras actividades, la preparación y ensayo de una 
vacuna terapéutica basada en células dendríticas autólogas a las que se les 
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1.9  Vacuna terapéutica basada en células dendríticas 
Con la llegada de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha 
disminuido significativamente la morbilidad y mortalidad asociada a la infección 
por VIH-1, incluso en aquellos pacientes afectados de patologías definitorias de 
SIDA. La utilización del TARGA permite una supresión muy importante de la 
replicación viral, una recuperación de la cifra de linfocitos CD4+ y de las 
respuestas inmunológicas de las células T frente a infecciones oportunistas.  
A pesar de estos beneficios, el TARGA es incapaz de erradicar la 
infección por VIH y de recuperar las respuestas específicas frente a este [169, 
170]. De hecho, tras la retirada del TARGA se produce en todos los casos un 
aumento rápido de la carga viral [171, 172], lo cual significa que para evitar la 
progresiva destrucción del sistema inmunitario que la replicación vírica 
comporta, es necesario administrar TARGA de modo indefinido para suprimir 
dicha replicación. La administración de por vida de TARGA, aparte del coste 
económico, es una opción clínicamente muy problemática, por los peligros que 
comporta de toxicidad a medio y largo plazo y la aparición de resistencias [173]. 
Ante esta situación, se considera urgente ensayar nuevas estrategias terapéuticas 
[169]. 
En concreto, dado que hay evidencias respaldando la hipótesis de que una 
respuesta anti-VIH-1 de tipo Th1 y CTL sostenidas puede conseguir un control 
de la replicación vírica, actualmente se considera urgente combinar y/o alternar el 
TARGA con inmunoterapias activas (vacuna terapéutica) capaces de 
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restaurar/potenciar tales respuestas, para investigar si ello puede ayudar a 
controlar la replicación vírica en ausencia de TARGA [169, 174]. 
Por otro lado, es conocida la importancia de las células NK en la 
patogenia de la infección VIH por su acción antiviral, debido no solo a su 
capacidad citotóxica frente a células  infectadas por VIH y secretora de citocinas 
[175], sino también a su capacidad secretora  de  CC-quimiocinas,  las cuales 
suprimen el tropismo CCR5 en la infección HIV [42]. Todo ello regulado por 
receptores NK de carácter activador o inhibidor [64].  
Además, algunos datos sugieren que las funciones presentadoras de 
antígenos (APC) de las células dendríticas (DC) se encuentran alteradas en los 
pacientes infectados por VIH-1 y esto podría contribuir a los defectos funcionales 
observados en las respuestas helper y CTL específicas frente a VIH-1 [176-178]. 
Además, entre las funciones de las células dendríticas destaca su papel regulador 
de las células NK y recíprocamente también se sabe que las células NK influyen 
en la actividad de las CDs [58]. Por otra parte, se ha observado que las CD 
infectadas por VIH no presentan una adecuada maduración, lo que puede 
contribuir a favorecer la supresión de las respuestas T en los pacientes [179, 
180]. 
Por lo tanto, las CD infectadas por el VIH podrían actuar no solo como un 
“caballo de Troya” transportando VIH a las células T lo que favorecería su 
infección, sino que también podría promover la tolerancia de las células T al 
VIH, todo ello contribuiría al defecto funcional de respuestas helper y CTL 
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específicas y las alteraciones funcionales y en número de las células NK [178, 
181, 182]. 
Células dendríticas derivadas de monocitos y su utilización como 
adyuvante celular en inmunoterapia activa en clínica humana. 
Los datos anteriores constituyen el fundamento para postular la necesidad 
de intentar métodos de inmunoterapia activa eficientes para inducir una respuesta 
anti-VIH-1 de células Th y CTL como un intento para poder lograr un control 
inmune de la replicación vírica en ausencia de TARGA. A pesar de formas 
prometedoras experimentales de vacunas terapéuticas frente a VIH-1 en animales 
y de que algunas de ellas se han probado en humanos no infectados, ninguna se 
ha demostrado que sea segura para ensayarla en pacientes infectados y a la vez 
óptima para inducir respuesta Th y CTL anti-VIH-1 [169, 174]. En este sentido, 
los conocimientos actuales indican que el uso de células dendríticas derivadas de 
monocitos ex vivo como adyuvante celular natural o fisiológico de antígenos del 
VIH-1 sería la inmunoterapia activa más potente que pueda actualmente 
intentarse [183-185]. 
Las células dendríticas mieloides (CD) son las células procesadoras y 
presentadoras de antígeno (APC) profesionales más potentes, y únicas por su 
capacidad de inducir respuestas primarias y secundarias de los linfocitos CD4+ y 
CD8+ in vivo e in vitro [183-186]. Una gran variedad de datos experimentales en 
sistemas in vivo e in vitro han mostrado que son capaces de capturar proteínas 
solubles exógenas, lisados de células tumorales, así como virus inactivados y 
células apoptóticas infectadas por virus y presentar dichos antígenos, con una 
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particular eficacia a las células T CD4 vía moléculas MHC (Major 
Histocompatibility Complex) de clase II, y que también los presentan a los 
linfocitos T CD8+ vía moléculas MHC-clase I [183-188]. Esta capacidad de 
presentar material antigénico no infectivo capturado por la vía exógena, a 
linfocitos T CD8+ vía moléculas MHC-clase I, depende de mecanismos no bien 
conocidos que permiten el paso del antígeno desde la vía endosómica al 
compartimento citosólico para ser degradados por el proteosoma, lo que también 
se ha denominado “presentación cruzada” [183-186].  
Recientemente el estudio de las células dendríticas mieloides humanas y 
su potencial utilización clínica se ha visto extraordinariamente facilitada por la 
capacidad de generarlas a partir de monocitos, mediante un simple cultivo de 7-8 
días en presencia de IL-4 y GM-CSF [189, 190]. Existe una gran variedad de 
datos sobre la eficacia de las células dendríticas en sistema experimentales para 
inducir inmunidad frente a tumores, y se está llevando a cabo una intensísima 
investigación para utilizarlas combinadas con procedimientos de modificación 
génica mediante vectores víricos para que expresen determinados antígenos 
tumorales y/o citocinas promotoras de respuestas Th1 y CTL [191-193]. Existe 
igualmente una gran cantidad de estudios experimentales acerca de la gran 
potencia de las células dendríticas autólogas pulsadas ex vivo para inducir 
respuesta de células T in vivo frente a patógenos intracelulares, incluidos virus 
inactivados y bacterias muertas [194, 195]. 
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Actualmente la obtención de las células dendríticas derivadas de 
monocitos (CD-DM) ex vivo para su utilización en clínica humana puede hacerse 
en condiciones GMP de modo relativamente fácil, como se comprueba en 
estudios in vitro realizados en los últimos años y como otros han descrito [196-
198]. Hay además, dos estudios recientes en individuos no infectados a los que se 
administró las CD-DM generadas y pulsadas ex vivo con toxoide tetánico, KLH 
y una proteína del virus de la gripe por inyección subcutánea (1-4 
millones/inyección en 0’2 ml) [194]. Estos estudios han demostrado por primera 
vez: a) la potencia de una simple inmunización con CD-DM para conseguir una 
rápida expansión de la inmunidad de células Th y CTL en personas sanas frente a 
antígenos exógenos, y su mayor potenciación con una dosis de recuerdo; b) la 
ausencia de toxicidad y efectos secundarios de este procedimiento; c) la 
factibilidad y eficacia de una simple inyección cutánea en la parte externa del 
brazo, sin necesidad de procedimientos agresivos como infusión de grandes 
números de células por vía endovenosa o inyección intranodal, como se ha hecho 
en pacientes con neoplasias. 
Los datos anteriores indican que la administración subcutánea de CD-DM 
generadas y pulsadas ex vivo con antígenos microbianos es factible y no conlleva 
efectos adversos ni indeseables en individuos normales y por tanto apoya el uso 
de este procedimiento para inducir respuesta adaptativa e innata frente al VIH-1. 
Como ya se ha mencionado previamente algunos datos sugieren que las 
funciones presentadoras de antígenos están alteradas en pacientes infectados por 
VIH [176-178] y que el VIH-1 se une a las células dendríticas lo que aumentaría 
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su infectividad ya que las células T se infectarían cuando se produce la 
presentación antigénica [199]. Estos datos explicarían los defectos funcionales de 
las células colaboradoras o helper y CTL en los individuos infectados por VIH-1. 
Una vacuna terapéutica con células dendríticas autólogas generadas ex vivo  y 
pulsadas con virus inactivados podría servir para solventar tales problemas, ya 
que permitiría a las células dendríticas presentar los antígenos VIH-1 en ausencia 
de virus infecciosos. Estudios previos del grupo del Hospital Clinic y otros 
grupos realizados in vitro indican que CD derivadas de monocitos de sangre 
periférica no están infectados [200]  y que en este tipo de pacientes el 
rendimiento y características funcionales y fenotípicas de las CD-DM son 
indistinguibles de los individuos normales, y que muestran una potente capacidad 
para inducir respuesta de células T CD4 y CD8 en dichos enfermos, 
particularmente de células T CD4 [201-205]. 
 
 Por todo lo anterior, se puede concluir que los estudios que mejor 
demuestran la capacidad de una vacuna terapéutica de incrementar la inmunidad 
específica de forma eficaz para el control de la replicación viral ha sido la 
utilización de una vacuna de células dendríticas (CD).  
 Los resultados obtenidos hasta ahora por el  grupo DCV2/MANON07-
ORVACS son los primeros resultados sobre este tipo de vacunas en pacientes 
infectados por VIH. Aunque son los resultados en vacunas terapéuticas más 
prometedores hasta la fecha, sólo significan el comienzo de una línea de 
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investigación que puede ser puede ser  muy fructífera, tanto desde el punto de 
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1.10 Vacuna terapéutica CD-DM: Efecto sobre la respuesta 
adaptativa y ausencia de estudios sobre la respuesta innata. 
 
Ante los antecedes muy positivos relacionados con las terapias de células 
dendríticas derivadas de monocitos (CD-DM), el grupo DCV2/MANON07-
ORVACS diseñó una vacuna terapéutica basada en la administración de células 
dendríticas autólogas pulsadas con virus VIH inactivado por calor. 
Los primeros resultados sobre esta vacuna de células dendríticas fueron 
publicados en la revista Journal of Infectious Diseases [206] y en ellos se 
muestran la influencia que dicha inmunización ejerce sobre parámetros 
importantes como son la carga viral y la respuesta específica al virus VIH-1. 
Ambos parámetros fueron comparados entre los pacientes que recibieron 
inmunizaciones con la vacuna y los pacientes que sólo recibieron placebo que 
consistió en administrar a estos pacientes células dendríticas sin pulsar. 
Cambios en la carga viral después de las inmunizaciones 
 
Al comparar los valores obtenidos de carga viral de cada uno de los 
pacientes en ambos grupos se observó que aquellos pacientes que recibieron las 
inmunizaciones vieron disminuida su carga viral en plasma desde de 0.23 a 0.31 
log10 RNA copias/mL. Por el contario los pacientes que recibieron el placebo 








Cambios en la respuesta VIH-1 específica después de las inmunizaciones 
 
Después de las vacunaciones el incremento de la respuesta T-específica en 
el grupo inmunizado comparado con el grupo control fue mayor en la mayoría de 
las semanas posteriores a la vacunación con células dendríticas. Además el 
incremento de la respuesta T-específica fue inversamente correlacionado con el 






Mario Frías Casas 
 
Estos resultados demuestran que dicha vacuna fue factible, segura y bien 
tolerada y aunque los cambios en la carga viral son pequeños dichos cambios 
fueron mantenidos desde gran parte de la duración del seguimiento de 48 
semanas. Además dicho descenso de la carga viral tiende a ser inversamente 
correlacionado con un modesto incremento de la respuesta T-específica. 
Justificación para analizar el efecto de la vacuna CD-DM sobre la 
respuesta inmune innata 
 
Si bien respecto a la respuesta adaptativa se han encontrado resultados 
positivos en la administración de esta vacuna sería de vital importancia estudiar 
la posible influencia que tendría dicha inmunización en una pieza esencial la 
respuesta inmune innata como serían las células NK.  
Además, hasta ahora, no sólo en el estudio de esta vacuna, sino  que 
tampoco en los trabajos publicados referentes a otras vacunas terapéuticas para 
VIH-1 no se han estudiado las células NK a pesar de que como decimos son parte 
fundamental de la defensa frente a infecciones virales como parte de la respuesta 
innata y como brazo ejecutor de la activación de la respuesta adaptativa ya que 
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Objetivo principal 
La respuesta inmune innata no ha sido estudiada con anterioridad en los 
protocolos de vacunas, a pesar de que existe una clara participación de esta 
respuesta inmune en la defensa frente al virus VIH. Por ello el objetivo principal 
ha sido: 
• Comprobar  si la vacuna terapéutica de células dendríticas autólogas 
derivadas de monocitos pulsadas con virus VIH-1 autólogo induce 
variaciones en la respuesta inmune innata, analizada a través de las células 
NK, sus receptores y la molécula HLA-G. 
Objetivos concretos 
Analizar los cambios: 







) de los pacientes que han recibido la vacuna terapéutica frente al 
VIH. 
• en la expresión de receptores en células NK específicos de moléculas 
HLA (CD94-NKG2A, CD94-NKG2C e ILT-2/CD85j) en los pacientes 
que han recibido la vacuna  terapéutica frente al VIH. 
• En los niveles de la molécula HLA-G soluble en plasma entre los 
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3.1 Pacientes y diseño del estudio 
 Fueron reclutados para el estudio 22 pacientes (12 placebo y 10 
vacunados) VIH-1+ crónicos procedentes de la Unidad de Enfermedades 
Infecciosas del Hospital Clínic (Barcelona, España) y que no habían recibido 
ningún tratamiento antirretroviral en al menos dos años. Todos poseen un 
recuento basal de linfocitos T CD4+ por encima de 450/µL (linfocitos T nadir por 
encima de 350 copias/ µL) y una carga viral plasmática (CVP) por encima de 
10.000 copias ARN VIH/mL. Se excluyeron los pacientes que tuvieran algún 
síntoma de la categoría B o C de la clasificación de los CDC de 1993. 
 Los pacientes fueron seleccionados aleatoriamente para recibir a ciegas 
tres vacunas, en intervalos de 2 semanas, con un mínimo de 8 x 106 células 
dendríticas derivadas de monocitos (CD-DM) pulsadas con virus autólogo 
inactivado por calor (109 copias/dosis) exceptuando a los pacientes placebo que 
recibían la misma vacuna pero con las CD-DM sin pulsar. Las muestras de 
sangre se obtuvieron en las semanas -2, -1, 1, 3, 16, 24 y 48 para las 
determinaciones inmunológicas referentes a las células NK y sus receptores 
reguladores de la citotoxicidad (Figura 3a). La semana -1 se consideró siempre 
como punto basal exceptuando en aquellos pacientes que no poseían muestras de 
esa semana en los que se tomó como punto basal la semana -2. Los objetivos y 
otros aspectos del estudio fueron explicados a los pacientes en detalle, y todos 
dieron por escrito su consentimiento informado antes de participar en el mismo. 
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El estudio fue aprobado por la junta de revisión ética institucional del Hospital 
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3.2 Metodología 
Aislamiento y congelación de Leucocitos de la sangre periférica. 
Células mononucleares de sangre periférica  
 Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron aisladas 
de muestras de 150 ml de sangre venosa con EDTA mediante centrifugación 
estándar por gradiente de Ficoll en los 23 pacientes VIH-1. Las células fueron 
congeladas a -80 º C durante una semana y posteriormente criopreservadas en 
nitrógeno líquido a -200 º C para su transporte y procesamiento. Las PBMC 
criopreservadas se descongelaron y lavaron con PBS suplementado con albúmina 
de suero bovino al 1% y 2 mM EDTA (tampón FACS). Nuestro laboratorio 
recibió muestras de PBMC de las semanas -2,-1, 3, 16, 24 y 48. 
Muestras de plasma 
La sangre total se recogió en tubos EDTA de los cuales se obtuvo el 
plasma centrifugando a 1800 rpm recogiendo la fracción soluble. Posteriormente 
se almacenaron en criotubos a una temperatura de -80º C. A nuestro laboratorio 
les fueron asignadas las muestras de plasma de las semanas -1, 16 y 24. 
Análisis de las células NK por citometría de flujo 
 Para la adquisición de las células NK se utilizó un citómetro de flujo 
FACScalibur (Becton Dickinson) de 4 colores, calibrando los distintos 
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parámetros con fluoroesferas para calibración (Calli-Brite Beads Becton 
Dickinson) según el programa Facs comp. 4.0. 
 Para los ensayos de inmunofluorescencia, las células mononucleares 
previamente aisladas fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales a 4ºC 
en oscuridad durante 20 minutos. Las muestras se lavaron con 1 ml de PBS 
estéril (1500rpm 5 minutos), se resuspendieron en 500µl de Facs Flow y se 
fijaron con paraformaldehido al 4%. En todos los casos, controles de isotipo se 
incluyeron en los experimentos. 
Panel de anticuerpos monoclonales 
 El panel de anticuerpos utilizado en el ensayo de inmunofluorescencia 
estaba compuesto por cuatro tubos cuya combinación de anticuerpos se 
distribuyó de la siguiente manera: 
1) Controles isotipo: (FITC1) + (PE2) + (PerCp3) + (APC4) 
2) CD94 (FITC) + NKG2A (PE) + CD3 (PerCp) + CD56 (APC) 
3) CD94 (FITC) + NKG2C (PE) + CD3 (PerCp) + CD56 (APC) 




                                                           
1
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Delimitación de la región linfocitaria 
Una vez marcadas las células se adquirieron unas 50000 células por tubo 
por el citómetro de flujo FACScalibur y se seleccionaron los linfocitos de sangre 
periférica según los parámetros de tamaño y complejidad (Figura 3b). 
 
 
Determinación de subpoblaciones NK 
Las subpoblaciones de células NK fueron definidas en función de la 
expresión de los marcadores de superficie CD3, CD16 y CD56. En primer lugar 
con los linfocitos seleccionados según tamaño y complejidad se seleccionaron las 
células CD3neg mediante un histograma (Figura 3c). 
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Una vez seleccionadas las células CD3neg se pasó a determinar cada una de 
las subpoblaciones NK.  
Las células CD56bright se clasificaron como CD3neg CD16pos/negCD56+++, la 
subpoblación NK CD56dim como CD3negCD16posCD56+ y por último se 
consideró como NK CD56neg aquellas que poseían un fenotipo 
CD3negCD16posCD56neg (Figura 3d).  
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Determinación de la expresión de receptores NK 
 A continuación se midió el porcentaje de células que expresan receptores 
reguladores de la citotoxicidad ILT-2/CD85j (Figura 3e), y los dímeros CD94-
NKG2A y CD94-NKG2C (Figura 3f).  
Estas mediciones se hicieron en cada una de subpoblaciones de células 
NK determinadas previamente.  
  
 Para los tubos 2 y 3 no se pudo determinar la expresión de  los dímeros 
CD94-NKG2A y CD94-NKG2C en la subpoblación CD56neg debido a la 
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Controles isotípicos 
En todas las mediciones realizadas para cada paciente se realizaron 
controles isotípicos (Figura 3g). La finalidad de estos controles isotípicos no es 
otra que evitar el posible sesgo que puede existir en cuanto a las posibles uniones 
inespecíficas de cada uno de los anticuerpos utilizados en el estudio.   
 
Software de análisis 
Los datos de citometría de flujo fueron procesados utilizando el software 
Cell Quest (Becton Dickinson, San José, CA, EE.UU.). Todos los resultados 
obtenidos de este análisis, relacionado con las subpoblaciones celulares y sus 
receptores, se expresan como porcentajes. 
Cuantificación de la molécula soluble HLA-G 
La cuantificación de HLA-G soluble se realizó mediante ELISA en una 
placa de 96 pocillos previamente marcada con el anticuerpo MEMG-9, el cual 
reconoce las isoformas solubles de HLA-G como son G1 y G5. Para el diseño de 
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la curva de calibración se reconstituyó la proteína standard en una solución de 
stock de la que posteriormente se realizaron sucesivas diluciones (Tabla 3a).  
 
Estudio estadístico 
 El análisis estadístico se realizó a través del software estadístico IBM 
SPSS (versión 18.0.0). Se utilizó el test Kolmogonov-Sminorv para comprobar la 
normalidad de las variables. En el caso de variables con distribución normal se 
compararon con el test T de Student. Cuando las variables no presentaban una 
distribución se compararon con el test no paramétrico de U de Mann-Whitney. 
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- Tampón fosfato salino pH 7.3 (Phosphate buffer saline; PBS) 
- Solución de lavado Facs Flow (Becton Dickinson) utilizada para la 
adquisición de las muestras por citometría de flujo. 
- Solución fijadora: Paraformaldehido (Sigma) diluida al 1 % en PBS. 
Controles de fluorescencia 
 
- Control isotipo IgG2a de ratón conjugado con FITC/PE 
- Control isotipo IgG2a de ratón conjugado con PerCP 
- Control isotipo IgG1 de ratón conjugado con APC 
Anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromo 
- Anticuerpos para determinación de subpoblaciones NK: anti-CD3-PerCP 
(clon SK7), anti-CD16-FITC (3G8 clon) y  anti-CD56-APC (B159 clon), 
todos ellos obtenidos de Becton Dickinson (San Jose, CA, EE.UU.) 
- Anticuerpos para determinación de receptores NK: anti-CD85j-PE 
(GHI/75 clon), anti-CD94-FITC (clon HP-3D9) obtenidos de Becton 
Dickinson (San Jose, CA, EE.UU.) y anti-NKG2A -PE (clon 131 411), 
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- Placa de 96 pocillos (RD194070100R) tipo sandwich para la 
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3.4 Creación de la vacuna terapéutica de células dendríticas 
autólogas en el Hospital Clinic. 
Preparación del virus autólogo pulsado en MD-DC autólogas 
 Se preparó un stock de virus VIH-1 autólogos inactivados para cada 
paciente según las buenas prácticas de fabricación (GMP) y cumpliendo con las 
especificaciones predeterminadas en el expediente de investigación de productos 
médicos (IMPD).  
 La principal cepa de cada paciente se obtuvo por co-cultivo alogénico de 
células CD4pos enriquecido con células mononucleares de sangre periférica 
(PBMC) tanto de individuos infectados por VIH-1 como de donantes sanos 
durante 21 días en X-Vivo 20 media, 10% de AB suero humano e IL-2. 
 
 El virus presente en el sobrenadante del cultivo fue recogido e inactivado 
por calor dos veces a 56ºC durante 30 minutos. Éste fue concentrado por 
ultrafiltración a un volumen final de 1 mL, para posteriormente alicuotarlo en 0,2 
mL 5 veces para su posterior almacenamiento en frio (-80ºC) antes de proceder a 
la pulsación de las CD-DM. 
 
 La reducción de la infectividad del VIH-1 después de la inactivación 
térmica se evaluó por titulación viral en cultivos de células PBMC durante 11 
días. Esta infectividad fue determinada por ELISA mediante la detección del 
antígeno p24 de VIH-1. Se mostró una alta reducción de la infectividad después 
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Generación ex-vivo de células dendríticas derivadas de monocitos (CD-
DM)  
 Las CD-DM se generaron frescas sin criopreservación. Para su obtención, 
una semana antes de cada vacunación, se partió de monocitos presentes en las 
PBMC de una muestra de  150 ml de sangre venosa extraída con anticoagulante 
fisiológico de banco de sangre. Las PBMC se obtuvieron por gradiente standard 
de Ficoll.  Para aislar los monocitos por adherencia al plástico, las PBMC 
resuspendidas (4 millones/ml) en medio de cultivo libre de suero GMP 
suplementado con 1 % de suero autólogo inactivado, se dispensaron (10 ml) en 
frascos (de 50 ml) de cultivo celular de poliestireno apirogénico con tapón de 
cierre total, provisto de filtro para esterilizar el aire, y se incubaron en posición 
horizontal durante 2 horas a 37 ºC en incubador de cultivos celulares. La capa de 
monocitos adheridos al fondo se lavaron (2x) cuidadosamente con agitación 
suave por rotación horizontal con medio de cultivo GMP pre-calentado a 37 ºC 
para eliminar linfocitos contaminantes residuales. A continuación, para inducir la 
diferenciación de los monocitos hacia CD inmaduras, se añadió al frasco con los 
monocitos adheridos en su fondo, 10 ml de medio de cultivo GMP suplementado 
con un 1% de suero autólogo inactivado, 1 microM de AZT (para impedir la 
posibilidad de replicación del VIH presente en los monocitos) y las citocinas 
humanas recombinantes GM-CSF e IL-4 (1000 UI/ml de cada una) , así como 
Gentamicina (50 microg/ml) y Fungizone (2,5 microg/ml),  y se cultivó en 
posición horizontal durante cinco días en un incubador de cultivos celulares 
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(37ºC, en atmósfera húmeda y aire con 5% de CO2). Tras 5 días de cultivo, los 
monocitos se han convertido ya en células dendríticas (CD) inmaduras que se 
caracterizan por ser de tamaño muy superior al de los monocitos, flotar 
ligeramente en el medio y presentar características morfológicas e 
inmunofenotípicas de células dendríticas. Estas CD-DM inmaduras de 5 días son 
especialistas en la captura de antígeno y están en condiciones de ser pulsadas con 
el VIH.  
Pulsado de las CD-DM inmaduras autólogas con el VIH-1 aútologo 
inactivado y su maduración y administración por vía subdérmica al 
paciente 
 Para cada vacunación, se utilizaron  como mínimo 1,2 x 107  CD-DM 
inmaduras. Estas se lavaran (2x) en medio GMP y  se resuspenderan en 1 ml de 
medio GMP completo que contendrá la alicuota de VIH-1 autólogo inactivado 
(109 viriones/vacuna) así como GM-CSF+ IL-4 (1000UI/ml de cada una), y tras 
agitación suave se mantuvo en incubador de cultivo de tejidos 3 horas, momento 
en que se añadió al cultivo un coctel de citocinas humanas recombinantes (TNF-
alfa+IL-6+Il-1) inductoras de la maduración de las CD-DM obtenidas en 
condiciones GMP  (CellGro-cellGenix), y el cultivo se prolongó hasta las 40 
horas. Posteriormente las CD-DM se lavaron con medio de cultivo GMP y se 
resuspendieron en 0.4 ml de suero salino fisiológico farmacéutico suplementado 
con 1% de suero autólogo inactivado y libre de VIH-1. Posteriormente se 
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cargaron en dos jeringuillas de insulina (0,2 ml con 0,5x107/jeringuilla), e 
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4.1 Distribución de las subpoblaciones NK 
 En primer lugar se determinó el porcentaje de cada una de las 
subpoblaciones de células NK en los pacientes incluidos en el estudio en cada 
uno de los puntos del seguimiento (semana basales y semanas 1, 3, 16, 24 y 48). 
Se tomó como punto basal a la semana -1 (semana previa a la primera 
inmunización) o en su defecto se tomó la semana -2. Mediante citometría de flujo 
(Figura 3d) y en función de la expresión de los marcadores CD16 y CD56 se 













. (Ver 8.Anexo de tablas) 
 Una vez realizadas las determinaciones por citometría se procedió a 
analizar los porcentajes de cada subpoblación NK en cada uno de los puntos de 
seguimiento comparándolo posteriormente con el punto basal mediante el cálculo 
del porcentaje de cambio o incremento. Este porcentaje de cambio se calcula 
restando el porcentaje de las semanas basales antes de la vacuna al porcentaje de 
cada una de las semanas de seguimiento. (Ejemplo; Semana Basal: 74%, Semana 
1: 24%, ∆ % cambio en Semana 1= 24-74 = -50%).  
 De esta forma para ver las posibles diferencias en cuanto a la distribución 
de las subpoblaciones de células NK como consecuencia de la inmunización con 
la vacuna se comparó la mediana de los porcentajes de cambio entre los pacientes 
que recibieron placebo y los que recibieron vacuna (Tabla 4.a). 
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Niveles de la subpoblación CD56
dim 
 
Se observó una tendencia decreciente de los pacientes vacunados. 
Exceptuando la semana 3, en el resto, los pacientes vacunados tienen un 
incremento negativo de esta subpoblación (Figura 4a). 
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 Dicha deferencia se hace estadísticamente significativa (p=0,04) en la 
semana 24 del seguimiento. 
Niveles en la subpoblación CD56
bright
 
 Para las células CD56
bright
 no se obtuvieron diferencias siendo 
prácticamente similar el porcentaje de cambio durante todo el seguimiento en 
ambos grupos del estudio. (Figura 4b). 
 
Niveles en la subpoblación CD56
neg
 
 En el caso de los niveles de la subpoblación CD56
neg
 se observa que los 
cambios son significativamente mayores (p= 0,003) en pacientes inmunizados en 
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la semana 24 al igual que ocurría en la subpoblación CD56
dim
 (Tabla 4a). Si bien 
en las primeras semanas el porcentaje de esta subpoblación es similar, a partir de 
la semana 24 empiezan a existir diferencias entre ambos grupos manteniéndose 
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4.2 Expresión de receptores específicos de HLA en células NK 
 Al igual que en el caso de la determinación de las subpoblaciones,  los 
receptores de células NK se midieron mediante citometría de flujo. Se comprobó 
el porcentaje de cambio de células NK que expresan ILT-2/CD85j, CD94-
NKG2A y CD94-NKG2C desde la semana 1  hasta la semana 48 momento en el 
que finaliza el seguimiento (Tabla 4b). En el caso de estos dos últimos, al ser un 
dímero no disponíamos de canales suficientes en el citómetro para conocer la 
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Expresión del receptor CD94-NKG2A 
 Una vez calculados los porcentajes de expresión de este receptor en las 
células CD56
dim
 observamos en la Semana 1 justo después de la primera 
inmunización una diferencia estadísticamente significativa (p=0,04). Es llamativo 
como precisamente en esta semana los pacientes vacunados presentaban un 
incremento negativo de células CD56
dim
 que expresan este receptor dímero 
inhibidor (Figura 4d). En las semanas posteriores no se observan cambios en la 









 Cuando estudiamos las diferencias de expresión del dímero CD94-
NKG2A en células CD56
bright
 a pesar de que no encontramos ninguna diferencia 
estadísticamente significativa observamos como en las semanas 1, 3 y 48 los 
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pacientes vacunados tenían menos células CD56
bright
 que expresaban dicho 
dímero. (Tabla 4b) 
Expresión del receptor CD94-NKG2C 
 En el caso de este dímero y receptor activador de las células NK no se 
encontraron diferencias de expresión del mismo en ninguna de las 
subpoblaciones estudiadas, se encontró el mismo porcentaje de cambio tanto en 
los pacientes placebo como en los inmunizados. 
Expresión del receptor ILT-2/CD85j 
 Cuando se estudió la expresión del receptor ILT-2/CD85j en NK se 
encontraron diferencias tanto en la subpoblación CD56
dim
 como en la 
subpoblación CD56
bright
 en pacientes vacunados cuando comparamos dicha 
expresión con el placebo.  
En el caso de las células CD56
dim
, se produce un descenso en el porcentaje 
de células que expresan ILT-2/CD85j en pacientes vacunados que es 
estadísticamente significativo en las Semanas 1 (p=0,04) y 16 (p=0,017) al 
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A pesar de que sólo en esas semanas mencionadas encontramos 
diferencias significativas, a lo largo de todo el seguimiento los pacientes 
vacunados poseen un porcentaje menor de células que expresan el recetor ILT-
2/CD85j. 
  
En lo que se refiere a la subpoblación CD56
bright
 y al igual que pasaba con 
la subpoblación CD56
dim
 la expresión del receptor ILT-2/CD85j decrece en 
pacientes inmunizados a lo largo de todo el seguimiento.  
98
4. Resultados 
Mario Frías Casas 
 
 
 Dicha diferencia es estadísticamente significativa en las semanas 1, 3, 16 y 
48 del seguimiento (p = 0,004, p = 0.01, p = 0,009 y p = 0,05 respectivamente) 
(Figura 4f y Tabla 4b). 
  
Por el contrario no se observaron cambios significativos de este receptor 
en la subpoblación de células CD56
neg
, sin embargo como en el caso de las 
subpoblaciones NK vistas anteriormente los pacientes vacunados expresan 
menos ILT-2/CD85j en esta subpoblación desde que se inicia la inmunización 









Finalmente, cuando enfrentamos el cambio de la carga viral en plasma con 
la expresión del receptor ILT-2/CD85j en las células CD56
bright
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observamos que existe una leve correlación positiva de ambos factores en la 
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4.3 Concentración de HLA-G soluble 
 Al igual que se realizó con la determinación de los porcentajes de 
expresión de los distintos marcadores celulares y receptores mediante citometría, 
en el caso de la determinación de la concentración de HLA-G soluble en plasma, 
se calculó el incremento de esta concentración restando los niveles (ng/mL) de 
esta molécula en la Semana 16 y 24 de seguimiento a los niveles de sHLA-G en 
la Semana Basal. Se utilizó como punto basal a la Semana -1  o en su defecto 
Semana -2. 
 Cuando se comparó la mediana de la concentración sHLA-G antes y 
después de la inmunización, se observó que aquellos pacientes que habían 
recibido la vacunación con células dendríticas vieron reducida la concentración 
de sHLA-G respecto al punto basal (Figura 4i).  
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El tratamiento antirretroviral (TARGA) ha supuesto un importante avance 
en el tratamiento de los pacientes con infección por VIH. Como consecuencia de 
ello durante los últimos años en los países que tienen acceso a este tipo de 
tratamiento se ha producido un importante descenso en la mortalidad y en la 
incidencia de enfermedades oportunistas en estos pacientes [207]. 
Sin embargo este tipo de terapia es incapaz de erradicar por completo la 
presencia del virus en los individuos infectados [208-209]. Por ello, el 
tratamiento se debe mantener de forma indefinida con lo cual sólo se consigue 
una inhibición sostenida de la replicación viral pero no la desaparición completa 
del virus [210]. 
Ante esta situación se han venido desarrollando nuevas terapias, incluidas 
las vacunas terapéuticas, que aunque en principio no sustituyen al TARGA, sí 
podrían al menos disminuir su uso y así paliar sus efectos secundarios. 
En este sentido es por lo que desde el Grupo de Vacunas del Sida 
(RISVAC03) se está haciendo un esfuerzo para encontrar nuevas vacunas 
terapéuticas que activen el sistema inmune de estos enfermos y así contribuir a su 
mejora. En concreto, en nuestro grupo hemos venido trabajando en una terapia 
basada en la administración de células dendríticas autólogas pulsadas con virus 
VIH-1 autólogo inactivado por calor que se ha visto que induce un efecto en la 
respuesta inmune adaptativa favoreciendo la reducción de la carga viral de los 
pacientes inmunizados [206]. Sin embargo, no existen datos de cómo la vacuna 
modula la respuesta inmune innata en estos sujetos.  
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Por tanto, nuestro objetivo fue comprobar si esta vacuna modifica induce 
algún tipo de cambio en la respuesta inmune innata, especialmente en la 
inmunobiología de las células NK y la concentración de la molécula 
inmunotolerogénica HLA-G. En esta tesis se recogen los estudios sobre los 
niveles de las subpoblaciones NK, los receptores de éstas y algunos factores 
solubles como el sHLA-G analizados en el plasma de estos pacientes. 
La posible influencia de la vacuna en estos pacientes sobre los diferentes 
aspectos estudiados en las células NK, puede llevarnos a comprender qué tipo de 
influencia tiene esta inmunización respecto a la respuesta innata.  
Esta acción de la vacuna puede traducirse en una posible redistribución de 
las subpoblaciones NK, una normalización del balance entre receptores 
activadores/inhibidores y un descenso de factores solubles inmunosupresoras que 
explicarían el efecto beneficioso de la vacuna en lo que respecta a la respuesta 
inmune innata.   
Subpoblaciones de células NK 
Diversos estudios sugieren que el papel que juegan las células NK en el 
curso de la infección por VIH es más que relevante. Así se ha observado una 
relación directa entre la progresión a SIDA y el número y/o función (capacidad 
secretora y citolítica) de las células NK [73, 211]. 
En concreto, la infección por VIH-1 se ha asociado con alteraciones en el 




 y con claro aumento en la 
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subpoblación de células CD56
neg
 [102]. También se ha observado una 
desregulación en la actividad citolítica directa [89], la citotoxicidad dependiente 
de anticuerpo (ADCC) [63, 212-213] y en la producción de citocinas [73, 214]. 
En nuestro caso, el objetivo de este trabajo fue analizar en profundidad si 
el balance de las subpoblaciones de células NK en pacientes infectados por VIH-
1 se altera o modifica cuando estos son inmunizados o vacunados con células 
dendríticas pulsadas con VIH-1 autólogo. 
Esto podría ayudarnos a conocer los mecanismos por los que la vacuna 
actuaría en estos pacientes VIH-1
+
 [102, 215-216] y también nos ayudaría a saber 
si esa modificación es relevante induciendo los cambios observados para mejorar 
la respuesta inmune innata en estos pacientes. 
Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que los niveles de la 
subpoblación NK CD56
neg
 se incrementan en los pacientes vacunados, 
coincidiendo a su vez con un ligero descenso de la proporción de las células 
CD56
dim
 desde la semana 24 al final del tratamiento. Sin embargo no se 
observaron diferencias entre los porcentajes de las subpoblaciones de células NK 
CD56
bright
 en los pacientes vacunados en comparación con individuos placebo, lo 
cual indica que la vacuna no debe de tener efecto en esta subpoblación.  
El aumento de la subpoblación NK CD56
neg
 en los pacientes vacunados 
podría ser la consecuencia de la pérdida de las células NK CD56
pos
 descrito 
inicialmente por Brunetta, E et al. [101], que podrían ser, al menos en parte, 
transformadas en células NK CD56
neg
. Esto es corroborado por los resultados 
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obtenidos en este trabajo, ya que el aumento de la subpoblación CD56
neg
 coincide 
con el descenso de las células CD56
dim
 en las mismas semanas de seguimiento 
(semana 24, en adelante) por lo que podríamos deducir que esas células CD56
dim
 
podrían perder la molécula CD56 pasando a formar parte de la subpoblación NK 
CD56
neg
 , dentro de un fenómeno global de redistribución de las subpoblaciones 
NK. 
Los datos expuestos anteriormente son la base de un modelo en el que las 
células NK CD56
neg
 han perdido, o no tienen, la capacidad de producir citocinas 
y la destrucción de células infectadas. Sin embargo, estas células conservan la 
capacidad de liberación de quimiocinas proinflamatorias.  
Se puede interpretar que el aumento de la subpoblación NK CD56
neg
 
observado después de la vacuna, puede ser de especial relevancia en el bloqueo 
de la progresión de la infección por el VIH en los individuos vacunados. Estos 
efectos inmunológicos de la vacuna se basan en las características biológicas de 
estas células, pudiendo actuar las mismas a través de su capacidad citotóxica o de 
producción de IFN-γ [100]. Por este motivo, las células NK podrían interferir con 
la progresión de la infección a través de la subpoblación de células CD56
neg
 y su 
capacidad para producir y secretar quimiocinas, como CCL3, CCL4 y CCL5 
[217-218], las cuales no sólo tienen la capacidad de actuar como proteínas 
proinflamatorias, facilitando una inflamación crónica [100], sino que también 
interfieren con la entrada del VIH-1 en las células huésped [219-220]. En efecto, 
se ha descrito ampliamente que estas tres quimiocinas tienen la capacidad de 
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unirse al receptor de quimiocinas CCR5, que actúa como correceptor del VIH 
[221]. Así, las células CD56
neg
 son capaces de inhibir la entrada del virus VIH-1 
en las células CD4
pos
 y otras células diana para el VIH-1[221] y posteriormente, 
suprimir la replicación del VIH-1 [217, 222]. 
Partiendo de la base que  las células NK CD56
neg
 han perdido su 
capacidad de producción de citocinas y la actividad citolítica pero a pesar de ello 
conservan la capacidad de liberación de quimiocinas proinflamatorias [100]  
podríamos concluir que el aumento significativo observado de esta subpoblación 
después de la vacunación podría inducir una respuesta inflamatoria mediada por 
las quimiocinas producidas por las células NK CD56
neg
. Sin embargo, este 
potencial efecto beneficioso de la vacuna a través de las células NK CD56
neg
 
debe ser estudiado más extensamente en el futuro. 
Receptores de células NK 
La infección por VIH se caracteriza por una alteración en el balance de los 
receptores que normalmente expresan las células NK en individuos sanos. En 
concreto en los enfermos VIH
+
 se observa un incremento en la expresión de 
ciertos receptores NK inhibidores y un descenso de los receptores que 
favorecerían la actividad de las células NK [73, 90]. 
Como ya hemos expuesto anteriormente, al analizar los niveles de los 
receptores NK CD94, NKG2A y NKG2C basalmente y en los diferentes puntos 
de corte casi no hay diferencias estadísticamente significativas entre el grupo 
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placebo y los pacientes vacunados, lo cual podría indicar que la vacuna no tiene 
efecto sobre la expresión de estos receptores. Sin embargo en la semana 1 justo 
después de la primera inmunización se observa como la expresión del dímero 
CD94-NKG2A en las células CD56
dim
 es ligeramente menor en los pacientes 
vacunados respecto al placebo. 
Este hecho podría significar que la vacuna estaría produciendo un efecto 
muy temprano, a corto plazo, a la vez que muy débil sobre la expresión de este 
dímero en estas células lo que podría traducirse como efecto biológico 
beneficioso ya que este dímero actúa como inhibidor de la respuesta NK. 
Por otro lado cuando se analizaron los niveles del receptor inhibidor 
CD85j/ILT-2, se observan diferencias estadísticamente significativas entre los 
dos grupos de estudio. 
Concretamente, nuestros datos muestran una disminución en los niveles de 
expresión del receptor inhibidor CD85j/ILT-2 en ciertas subpoblaciones de 





, se encontró en ambas una disminución en el porcentaje de 
células que expresaban CD85j/ILT-2 en los pacientes vacunados, mientras que 
no se observaron cambios en el grupo placebo.  
Teniendo en cuenta que el receptor CD85j/ILT-2 está involucrado en el 
proceso de inhibición de las funciones de las células NK [64, 223-226], esta 
disminución  podría facilitar la actividad citolítica en el caso de las células NK 
CD56
dim
 y la función secretora en las células NK CD56
bright
 como consecuencia 
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de la vacuna. Esto en términos generales se traduciría como un incremento de la 
citotoxicidad y de la capacidad secretora de las células NK en los pacientes 
inmunizados con CD-DM. Por lo tanto este hecho también podría ser 
beneficioso, ya que el mismo receptor CD85j/ILT-2 tiene un efecto tolerogénico 
en la producción de IL-15 e IL-12 por las células dendríticas. Así mismo, 
también inhibe la adhesión de las células NK a las células diana. 
Numerosos autores han estudiado el aumento en la expresión del receptor 
CD85j/ILT-2 en situaciones de interrupción de la terapia HAART [73, 211]. Sin 
embargo, en este estudio se muestra que en los pacientes vacunados se produce 
una reversión de este hecho, mediante la reducción del nivel de expresión de este 
receptor. Para conocer la implicación de la menor expresión del receptor 
CD85j/ILT-2 observada tras la vacunación con células dendríticas en individuos 
VIH-1 seropositivos y su influencia en el efecto inhibidor de las células NK y 
otras células inmunorreactivas serán necesarios más estudios encaminados a 
dicho objetivo.  
Nuestros datos sugieren una correlación positiva entre los niveles de 
CD56
bright
 que expresan ILT-2 y la carga viral en la semana 48 de seguimiento. 
Actualmente permanece en discusión el posible interés biológico de estos datos, 
así como el hecho de que se produzca en un momento determinado de la 
evolución y no en los otros puntos de seguimiento tanto en las células cd56dim 
como en las CD56
neg
 que expresan dicho receptor. 
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Estos resultados referentes a las células NK y sus receptores podrían ser 
de gran relevancia clínica, puesto que hasta ahora se desconocía el papel de éstas 
células y sus ligandos en la infección por VIH, a pesar de la gran importancia  
estas células  en la respuesta innata. 
Esto podría ser también relevante en el fenómeno descrito como "cross-
talk" observado entre células NK y células dendríticas que son precisamente las 
células  utilizadas como vector de inmunización en este trabajo [54, 227] 
  En cualquier caso, futuros estudios funcionales ayudarían a clarificar la 
hipótesis sugerida en esta tesis y facilitarían la comprensión de los cambios 
encontrados en las células NK y sus receptores en los pacientes que han sido 
inmunizados. 
HLA-G soluble en plasma 
Cada familia de virus desarrolla mecanismos propios a través de los cuales 
intenta evitar su destrucción por parte del sistema inmune [228-230]. En el caso 
del VIH, éste consigue generar una alta diversidad viral, establecer la infección 
en los reservorios antes de que el hospedador genere una respuesta inmune 
específica, permanecer en estado de latencia de forma rápida y masiva generando 
nuevos viriones antes de que se inicie la destrucción por parte del sistema 
inmune, ocultar los dominios proteicos implicados en la unión a los 
correceptores, infectar a los linfocitos activados destruyéndolos de forma 
preferente y hacer de determinados tipos celulares el lugar ideal en el que 
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perpetuar la infección. De este modo consigue escapar de la acción del sistema 
inmune. 
En este contexto y, como se ha referido con anterioridad, resulta de 
especial interés la molécula HLA-G. Este interés deriva de la capacidad que 
posee dicha molécula para inducir tolerancia y de la asociación ya establecida 
con diferentes patologías. 
Existen pocos datos publicados sobre la expresión de HLA-G en pacientes 
infectados por el VIH. En estudios previos de nuestro grupo, se demuestra que 
existe un aumento de la expresión de ésta molécula en los monocitos de sangre 
periférica de los pacientes infectados por el VIH con respecto a controles sanos, 
habiéndose especulado con la posibilidad de que fuese un efecto directo del 
propio virus para evitar su erradicación de los reservorios [46]. Se sugiere por 
tanto, que podría ser de utilidad como estrategia terapéutica frente a la infección, 
el conseguir bloquear la expresión del HLA-G en los monocitos de sangre 
periférica de los pacientes infectados por el VIH. Así mismo, en esta tesis, se 
subraya la importancia de confirmar estos hallazgos y determinar los factores que 
pudieran justificar el efecto observado. 
Por otro lado, diversos estudios han demostrado que gran parte de la 
acción inmunosupresora de la molécula HLA-G tiene lugar a través de su 
estrecha relación con uno de sus receptores, ILT-2/CD85j [132, 225, 231].  
Basándose en esto y para explicar los resultados obtenidos en los pacientes 
vacunados respecto al receptor ILT-2/CD85j consideramos de gran utilidad 
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determinar si la vacuna induce algún cambio en lo que respecta a uno de los 
ligandos más importantes de este receptor [64] como es HLA-G. 
Para ello se analizó mediante enzimo-inmunoensayo (ELISA) el nivel de 
sHLA-G en el plasma de todos los pacientes para comprobar si existían 
diferencias entre los pacientes inmunizados y placebo. 
Se observó como en la semana 16 de seguimiento la concentración de 
sHLA-G (ng/ml) disminuyó respecto al punto basal en el grupo de pacientes que 
recibieron la vacuna de células dendríticas pulsadas.  
Las diferencias de concentración de sHLA-G en ese punto se coinciden 
con los resultados obtenidos respecto a ILT-2/CD85j en esa misma semana 16 de 
seguimiento que incluso es en este punto donde se observan las mayores 
diferencias de expresión de este receptor entre los dos grupos de pacientes. De 
esto, se podría deducir que el propio virus VIH-1 podría actuar a través de la vía 
HLA-G/ILT-2 para inhibir la respuesta citotóxica y/o secretora de las células NK. 
Este hecho podría confirmar aún más la influencia que tiene la vacuna 
sobre la respuesta inmune innata, especialmente sobre los receptores inhibidores, 
no sólo reduciendo el porcentaje de células NK que los expresan en los pacientes 
vacunados sino también disminuyendo los niveles de la molécula HLA-G, que 
como se sabe, está claramente asociada a fenómenos de inmunotolerancia en 
infecciones crónicas, especialmente en VIH [232] y estrechamente relacionada 
con el receptor ILT-2/CD85j, como hemos podido comprobar en nuestro caso, 
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así como con la regulación de otras moléculas estrechamente relacionadas con 
HLA-G como la ILT-4 y IL-10.  
En cualquier caso, se requieren estudios adicionales para clarificar la 
hipótesis aquí planteada y entender mejor los cambios que se producen en las 
células NK, receptores, ligandos y en general en la funcionalidad de la respuesta 
inmune innata ante las nuevas terapias contra el VIH que van poco a poco 























  6. Conclusiones 

6.Conclusiones 




La vacuna de células dendríticas derivada de monocitos en pacientes VIH
+ 
tiene 
la capacidad de influir beneficiosamente en la respuesta inmune innata a través 
de los cambios observados en la población linfocitaria NK, sus receptores y la 
molécula HLA-G después de su administración. Concretamente: 
 
1. Existe una redistribución de las subpoblaciones NK,  observándose un 
aumento en el porcentaje de la subpoblación NK CD56
neg
 en los pacientes 
vacunados respecto a los placebo. 
2. Los pacientes vacunados presentan un menor porcentaje de células NK
dim
 
que expresan el receptor inhibidor ILT-2/CD85j. 
3. El porcentaje de células NK
bright
 que expresaban el receptor ILT-2/CD85j 
también disminuyó en los pacientes vacunados. 
4. En los pacientes vacunados disminuyen los niveles de HLA-G soluble en 
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SIDA: Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 
VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana 
NK: Natural Killer 
CD-DM: Células dendríticas derivadas de monocitos 
CD: Células dendríticas 
APC: Células presentadoras de antígenos 
TARGA: Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad 
CD4: Linfocitos colaboradores 
CTL: Linfocitos citotóxicos 
CD8: Linfocitos citotóxicos 
IFN: Interferón 
HLA: Human Leukocyte Antigen 
ILT: Immunoglobulin-like transcripts 
NKG2: killer cell lectin-like receptor subfamily C 
IL-10: Interleuquina 10 
FITC: Fluorescein isothiocyanate 
PE: Phycoerythrin 
PerCP: Peridinin chlorophyll 
APC: Allophycocyanin 
PBMC: Células Mononucleares de sangre periférica 
EDTA: Ácido Etilendiaminotetraacético 
PBS: Tampón fosfato salino 
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ADN: Ácido desoxirribonucleico  
ARN: Ácido ribonucleico 
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8.3 Tablas con porcentajes de Citometría 
 
% de células CD56
dim




-2 -1 1 3 16 24 48 
DCV01 73,91 96,55 36,07 40,53 55,05 37,05 29,85 
DCV02 59,38 62,28 57,05 40,21 42,5 
  
DCV04 6,92 17,07 33,88 20,72 25,71 22,1 
 
DCV05 26,43 25,51 38,67 26,38 37,34 26,47 33,36 
DCV06 12,36 31,64 
 
9,17 15,71 19,94 16 
DCV07 22,44 22,39 20,18 18,24 39,46 
  






59,86 54,32 55,88 43,16 
 
28,61 
DCV10 5,87 16,9 12,67 9,14 5,2 12,92 24,76 
DCV11 56,43 31,23 37,84 60,04 57,5 
  
DCV13 36,77 37,62 35,62 33,39 43,38 22,3 22,15 
DCV15 
 
49,06 21,76 29,17 34,38 35,17 37,8 
DCV16 43,09 21,71 42,14 24,53 29,29 
 
64,14 
DCV18 69,63 40,81 59,96 
 
77,48 63,71 71,55 
DCV19 55,54 31,36 42,14 24,53 29,29 64,14 46,29 
DCV20 38,97 57,07 40,89 22,4 27,94 41,54 43,31 
DCV22 46,04 52,78 72,25 74,68 57,59 76,05 54,92 
DCV23 
 
51,84 48,91 56,45 58,49 22,57 37,14 
DCV24 47,71 54,8 53,02 51,16 53,53 50,57 
 
DCV25 49,33 16,07 20,3 32,97 26,75 10,64 19,96 
DCV26 32,41 
 




47,51 65,64 31,89 76,89 80,36 15,56 
146
8.Anexo 




% de células CD56
bright




-2  -1  1  3  16  24  48  
DCV01  4,76 3,44 0,51 2,64 2,9 2,34 0,79 
DCV02  2,94 2,17 3,75 4,78 1,09 
  
DCV04  1,06 0,79 2,51 0,46 3,08 1,75 
 
DCV05  2,03 1,67 1,8 0,92 2,87 1,61 1,54 
DCV06  1,67 2,81 
 
0,38 0,83 1,54 1,45 
DCV07  0,97 0,67 1,01 0,36 2,92 
  






13,9 15,22 15,44 6,23 
 
1,71 
DCV10  0,23 0,76 1,49 0,88 0,4 0,72 0,68 
DCV11  4,16 2,44 3,43 3,21 2,73 
  
DCV13  5,84 2,57 5,79 16,55 19,18 3,39 4 
DCV15  
 
15,1 13,18 15,58 17,51 24,87 11,22 
DCV16  12,56 3,7 11,99 9,75 11,71 
 
18,67 
DCV18  7,61 4,31 6,47 
 
4,72 4,22 4,85 
DCV19  11,79 17,6 11,99 9,75 11,71 18,67 18,73 
DCV20  3,31 4,4 5,45 3,05 2,09 4,81 4,45 
DCV22  18,19 15,08 8,42 5,27 6,92 3,73 5,32 
DCV23  
 
12,7 7,42 7,84 7,89 4,84 5,89 
DCV24  4,42 9,29 4,71 9,2 10,85 5,43 
 
DCV25  8,5 9,06 14 11,6 7,89 3,38 6,75 
DCV26  4,43 
 




8,8 16,52 5,15 22,12 19,43 4,4 
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% de células CD56
neg




-2 -1 1 3 16 24 48 
DCV01 
 
21,32 63,40 56,81 47,30 57,08 69,35 
DCV02 37,68 35,54 39,20 55,00 56,40 
  
DCV04 92,84 82,48 63,61 78,81 71,21 76,13 
 
DCV05 71,53 72,81 59,53 72,68 59,78 71,91 65,08 











35,83 65,04 68,30 48,09 39,94 50,27 
DCV09 44,33 74,57 45,86 65,70 58,98 
 
17,18 
DCV10 22,74 54,87 33,55 
 
17,79 32,05 23,59 
DCV11 32,65 51,03 45,86 65,70 58,98 17,18 34,97 
DCV13 35,75 32,12 19,66 19,96 34,48 20,21 39,56 
DCV15 
 
43,67 1,63 21,75 ,08 ,02 31,46 
DCV16 85,96 65,54 
 
90,44 83,44 78,51 82,58 
DCV18 76,50 78,28 78,80 79,22 57,61 
  
DCV19 93,89 82,33 85,83 89,97 94,39 86,34 74,55 
DCV20 39,40 66,32 58,71 36,74 39,72 
  
DCV22 57,37 59,80 58,57 50,04 37,42 74,29 73,84 
DCV23 57,70 38,52 53,64 74,53 69,95 53,64 52,22 
DCV24 
 
35,44 43,65 35,69 33,60 72,57 56,96 
DCV25 47,85 35,90 42,25 39,63 35,63 43,98 
 
DCV26 42,16 74,86 65,68 55,41 65,34 85,97 73,28 
DCV27 
 








% de células CD56
dim




-2 -1 1 3 16 24 48 
DCV01 17,29 17,06 25,92 11,33 12,75 70,75 30,88 
DCV02 23,48 14,05 18,74 64,82 20,18 
  
DCV04 11,97 16,61 3,92 23,23 20,80 10,87 
 
DCV05 45,60 52,69 48,30 51,88 47,09 43,42 26,66 
DCV06 35,31 13,63 
 
10,23 4,83 5,20 6,09 
DCV07 17,62 5,58 4,60 9,58 3,05 
  






48,63 63,14 75,87 44,01 
 
58,62 
DCV10 86,61 75,31 50,85 69,47 79,27 82,39 86,90 
DCV11 22,06 17,49 25,89 22,13 24,48 
  
DCV13 52,49 28,07 33,67 14,23 36,34 36,67 28,87 
DCV15 
 
33,21 51,84 18,12 3,39 9,14 20,82 
DCV16 52,00 60,12 69,56 69,04 29,64 
 
3,05 
DCV18 14,58 14,69 10,24 
 
8,83 11,50 8,23 
DCV19 34,74 70,12 69,56 69,04 29,64 3,05 6,75 
DCV20 8,74 6,17 7,18 7,65 4,02 10,09 3,41 
DCV22 3,26 3,56 8,64 3,03 3,84 3,96 4,88 
DCV23 
 
3,82 11,53 11,07 4,38 16,78 4,23 
DCV24 3,53 2,36 ,32 2,06 3,02 2,45 
 
DCV25 2,36 23,54 16,75 18,01 16,36 40,25 20,97 
DCV26 5,33 
 




55,90 69,12 50,90 77,12 59,33 64,71 
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% de células CD56
bright




-2 -1 1 3 16 24 48 
DCV01 75,42 65,41 80,00 50,43 76,02 78,63 83,05 
DCV02 81,36 61,84 79,40 80,56 27,91 
  
DCV04 27,27 66,67 44,30 54,55 50,58 53,85 
 
DCV05 93,10 91,67 90,36 84,06 83,93 84,43 60,73 






88,93 92,82 90,35 76,72 
 
80,57 
DCV08 71,43 82,86 
 
66,67 51,52 57,14 39,47 
DCV09 84,62 31,25 32,26 71,79 29,63 
  
DCV10 90,74 90,77 70,73 85,92 86,88 88,81 90,93 
DCV11 58,85 36,84 54,66 42,24 53,91 
  
DCV13 79,96 63,33 55,29 31,83 54,39 63,86 50,11 
DCV15 
 
78,45 96,14 75,20 38,46 66,18 72,90 
DCV16 82,25 87,94 87,07 87,57 70,03 
 
72,75 
DCV18 50,69 74,04 34,43 
 
35,25 58,63 51,06 
DCV19 84,96 77,66 87,07 87,57 70,03 72,75 75,93 
DCV20 36,02 48,64 34,14 49,16 25,16 64,10 21,30 
DCV22 8,52 6,16 20,36 12,65 8,01 16,43 19,03 
DCV23 
 
21,24 54,00 39,77 19,12 37,96 32,08 
DCV24 7,77 3,89 1,66 2,53 5,45 5,88 
 
DCV25 43,32 73,56 58,35 53,22 80,77 86,64 35,15 
DCV26 26,23 
 




89,86 88,47 80,00 93,10 87,96 86,98 
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% de células CD56
dim




-2 -1 1 3 16 24 48 
DCV01 55,57 40,66 66,50 38,49 62,41 62,74 59,14 
DCV02 40,99 39,25 28,16 30,53 26,32 
  
DCV04 2,20 5,73 3,96 1,99 13,29 1,68 
 
DCV05 11,82 14,69 16,70 16,16 12,39 13,56 15,36 
DCV06 40,45 37,07 
 
51,15 60,03 57,58 30,01 
DCV07 72,46 63,13 60,61 72,26 62,39 
  






6,36 8,57 10,86 9,10 
 
7,38 
DCV10 62,41 48,98 26,40 46,79 59,02 63,85 71,41 
DCV11 30,82 34,68 30,65 16,67 25,93 
  
DCV13 17,95 17,97 20,86 16,32 16,77 18,57 13,86 
DCV15 
 
3,75 8,31 5,40 1,13 6,33 6,75 
DCV16 6,18 ,21 9,70 14,94 6,14 2,77 
 
DCV18 20,85 25,89 27,43 
 
16,91 16,57 14,75 
DCV19 4,36 46,54 9,70 14,94 6,14 2,77 2,76 
DCV20 11,39 8,67 11,73 24,11 6,59 7,47 5,11 
DCV22 42,08 59,17 65,44 79,16 74,43 71,98 52,19 
DCV23 
 
37,00 35,94 40,67 27,59 42,23 33,01 
DCV24 51,74 51,11 45,40 40,27 47,31 43,34 
 
DCV25 1,15 7,64 14,42 11,41 6,24 18,41 7,55 
DCV26 7,98 
 




15,30 12,16 13,51 17,83 6,45 16,15 
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% de células CD56
bright




-2 -1 1 3 16 24 48 
DCV01 38,57 38,24 73,10 66,52 40,18 25,40 35,90 
DCV02 6,98 8,49 2,33 4,50 11,11 
  
DCV04 ,0 14,71 12,10 6,67 18,03 5,00 
 
DCV05 7,46 17,72 18,75 42,50 30,14 27,85 31,61 
DCV06 7,69 9,62 
 
14,29 16,92 15,69 10,71 
DCV07 13,51 40,28 18,75 18,18 39,66 
  






6,54 9,17 13,71 10,32 
 
16,44 
DCV10 26,67 16,90 15,49 21,74 31,88 42,41 42,68 
DCV11 25,42 40,00 23,75 66,67 29,41 
  
DCV13 22,16 10,77 19,97 18,40 17,25 12,69 12,55 
DCV15 
 
7,89 19,90 15,43 8,22 24,30 12,05 
DCV16 9,35 ,50 10,30 16,67 16,42 
 
14,92 
DCV18 25,94 20,69 41,58 
 
24,02 21,47 18,81 
DCV19 9,73 53,92 10,30 16,67 16,42 14,92 8,93 
DCV20 33,65 33,25 40,18 24,18 38,05 27,72 19,22 
DCV22 83,23 81,25 72,87 82,81 83,61 87,41 80,56 
DCV23 
 
22,70 22,33 25,65 42,06 13,04 35,22 
DCV24 70,99 68,73 62,37 60,81 71,52 76,01 
 
DCV25 8,48 19,48 13,36 23,62 15,31 14,77 13,70 
DCV26 18,67 
 




8,06 4,45 4,93 8,01 2,29 11,75 
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% de células CD56
dim




-2 -1 1 3 16 24 48 
DCV01 21,36 
 
6,07 13,26 44,52 1,47 8,45 
DCV02 52,56 ,66 36,52 3,39 2,05 
  
DCV04 1,49 3,65 9,73 ,55 14,64 ,95 
 
DCV05 14,89 13,18 36,28 12,74 17,46 10,71 7,99 
DCV06 3,65 2,04 
 
3,11 4,91 6,21 5,68 
DCV07 ,98 1,71 ,98 1,00 ,44 
  






8,39 2,33 3,82 ,54 
 
,47 
DCV10 16,34 27,40 12,24 7,39 3,50 10,33 ,86 
DCV11 9,49 7,78 4,18 2,50 ,93 
  
DCV13 47,98 4,31 3,52 2,34 7,03 4,28 1,83 
DCV15 
 
7,14 2,54 1,65 1,87 5,00 ,62 
DCV16 3,36 1,55 1,34 ,22 3,49 
 
1,85 
DCV18 1,19 6,07 1,42 
 
3,20 3,16 ,94 
DCV19 1,35 2,33 1,34 ,22 3,49 1,85 ,72 
DCV20 14,71 7,14 ,59 2,65 1,91 1,87 ,84 
DCV22 ,85 6,44 1,88 4,09 ,68 ,36 ,51 
DCV23 
 
2,34 3,26 1,23 2,29 ,59 ,50 
DCV24 15,19 48,78 20,02 16,81 5,48 9,91 
 
DCV25 47,79 39,92 13,17 6,49 2,26 2,08 1,06 
DCV26 15,53 
 




16,39 ,81 4,87 44,46 ,82 ,82 
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% de células CD56
bright




-2 -1 1 3 16 24 48 
DCV01 10,05 
 
7,69 17,30 18,72 ,0 2,50 
DCV02 3,54 ,0 6,73 ,81 ,0 
  
DCV04 ,0 5,71 5,62 ,0 9,38 ,0 
 
DCV05 14,44 8,33 23,67 13,51 16,54 8,21 13,04 






,77 ,0 ,72 1,27 
 
,0 
DCV08 ,0 ,0 ,0 ,0 ,0 ,0 ,0 
DCV09 2,90 2,27 ,36 ,0 ,34 
 
,0 
DCV10 ,69 1,67 1,64 
 
2,52 ,65 ,86 
DCV11 ,74 1,41 ,36 ,0 ,34 ,0 ,25 
DCV13 ,79 5,11 1,87 1,61 ,0 ,96 ,0 
DCV15 
 
4,43 ,0 2,58 22,90 10,21 ,36 
DCV16 1,29 ,95 
 
2,11 3,78 1,44 1,39 
DCV18 ,0 1,27 ,0 ,0 ,0 
  
DCV19 2,86 10,67 ,0 1,41 1,03 4,12 1,39 
DCV20 7,69 7,69 2,56 ,0 2,38 
  
DCV22 44,68 3,12 4,72 3,33 12,79 3,54 3,12 
DCV23 8,50 5,80 ,96 ,0 1,56 2,13 ,57 
DCV24 
 
,63 1,02 ,47 ,51 ,95 ,0 
DCV25 25,41 60,49 25,58 17,57 7,70 10,40 
 
DCV26 17,12 18,12 5,35 1,20 2,05 ,65 ,0 
DCV27 5,19 
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% de células CD56
neg




-2 -1 1 3 16 24 48 
DCV01 30,93 
 
4,78 46,51 45,88 1,89 20,58 
DCV02 70,57 2,59 57,57 21,96 9,98 
  
DCV04 1,59 4,88 8,24 ,50 12,74 ,77 
 
DCV05 27,70 29,41 44,24 16,47 23,92 15,99 14,53 
DCV06 2,96 1,32 
 
1,78 3,89 6,36 4,65 
DCV07 1,71 2,51 ,70 ,13 ,49 
  






6,40 24,75 3,37 
 
2,48 
DCV10 8,52 33,37 33,17 8,00 2,54 8,99 ,55 
DCV11 37,14 31,98 30,12 23,98 1,49 
  
DCV13 45,43 9,44 4,76 2,34 9,82 4,28 2,09 
DCV15 14,63 
 
5,32 5,43 9,17 5,56 16,72 
DCV16 5,51 1,22 7,59 2,27 3,49 
 
5,76 
DCV18 2,82 3,63 4,37 
 
7,50 10,26 7,01 
DCV19 9,82 6,04 7,59 2,27 3,49 5,76 3,99 
DCV20 22,83 12,85 1,87 6,70 7,04 2,27 3,62 
DCV22 5,76 55,72 3,41 7,73 2,05 5,88 2,90 
DCV23 9,75 
 
7,48 6,86 8,36 8,22 3,61 
DCV24 20,44 38,35 11,12 15,25 12,39 6,75 
 
DCV25 40,59 29,47 18,65 12,11 10,38 4,64 6,53 
DCV26 25,65 
 




,0 10,92 50,00 ,0 2,51 
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Effects on Innate Immunity of a Therapeutic Dendritic
Cell-Based Vaccine for HIV-1 Infection
Jose´ Pen˜a,1 Mario Frı´as,1 Laura Castro-Orgaz,1 Rafael Gonza´lez,1 Felipe Garcı´a,2 Teresa Gallart,2
Jose Marı´a Gatell,2 Montserrat Plana,2 and The Dc2-Manon07 Vaccine Research Group
Abstract
Changes in natural killer (NK) cells according to their phenotype and expression of certain regulatory receptors
were analyzed in a double-blind, controlled study of antiretroviral therapy (ART)-untreated HIV-seropositive
patients, who had been vaccinated with monocyte-derived dendritic cells pulsed with inactivated HIV-1 au-
tologous virus. This work extends other recently published studies of the same group of HIV-1 + vaccinated
patients, which demonstrated that the viral load signiﬁcantly decreases and correlates inversely with an increase
in HIV-speciﬁc T-cell responses in vaccinated patients, but not in controls who received placebo. Our results
indicate that this vaccine raises the level of the NK CD56neg cell subpopulation, while levels of the NK CD56dim
and NK CD56bright cells expressing the inhibitory receptor CD85j/ILT-2 fell in vaccinated patients. Taken to-




he adoption of antiretroviral therapy (ART) in the
treatment of HIV-1-seropositive patients was an
important advance in the control of the progression of this
infection (14,24,32). However, the clinical use of ART has
several drawbacks, such as its high toxicity when treatment
is continued for a prolonged period, and the occasional
emergence of viral resistance in patients treated with ART
(4,19).
These limitations justify the expenditure of extra effort to
generate new modes of treatment for HIV-1 + patients (4).
For this reason, several groups, including ours, are at-
tempting to develop a vaccine based on the administration of
autologous dendritic cells (DCs) pulsed with HIV-1 obtained
from the same patient (25,15,36). The potential effects of
these vaccines are based on the capacity of DCs to enhance
HIV-1-speciﬁc immune responses due to their ability to act
as ‘‘professional’’ antigen-presenting cells (5,6,31).
In this study, the patients selected were immunized using
autologous monocyte-derived dendritic cells (MD-DCs), and
their effects were analyzed by measuring viral parameters
and certain components of the adaptative and innate im-
mune response at different time points. The results related to
the viral parameters and the adaptative response have re-
cently been published (26), showing a decrease in viral load
and an increase in HIV-speciﬁc T-cell responses in vaccinated
patients, but not in placebo subjects.
This article presents the results of the analyses of the
natural killer (NK) cells obtained from the same cohort of
patients used in our previous publication. The relevance of
this study is based on the demonstration that NK cells play
an essential role in the surveillance of viral infections due to
their secretory (mainly CD56bright) and cytolytic (mainly
CD56dim) functions. These cells are modulated by their reg-
ulatory receptors (11), and by their effects on the innate and
adaptative responses, resulting from cross-talk between NK
and dendritic cells (22,16,42,41) and T cells (48,49). Although
it has been shown that NK cell dysfunction contributes to the
progression of HIV-1 viral infection (3,18,20,38,41), these
cells have never previously been analyzed in trials of HIV-1
vaccines.
We studied the following NK subpopulations in patients
treated with three MD-DC-HIV-1 vaccines: NK CD56dim, NK
CD56bright, and NK CD56neg. We also studied the receptors
CD85j/ILT-2, CD94, NKG2A, and NKG2C in the NK sub-
populations, as these are known to be involved in regulating
NK-cell functions (27,33,46).
1Immunology Service, Maimonides Institute for Biomedical Research of Co´rdoba, University of Co´rdoba, Co´rdoba, Spain.
2Infectious Diseases Department, Hospital Clinic–HIV Development Programme in Catalonia, August Pi I Sunyer Institute of Biomedical
Investigation, University of Barcelona, Barcelona, Spain.
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We recruited 22 untreated chronic HIV-1 patients who had
not received ART for at least 2 y before enrollment, from the
Infectious Diseases Unit of the Hospital Clinic of Barcelona.
Inclusion criteria were: baseline CD4 + T-lymphocyte count
> 450/mm3 (nadir CD4 + T-cell count above 350 cells/mL),
and a plasma viral load (PVL) > 10,000 copies/mL. The
procedure followed in this double-blind study has been de-
scribed in detail by Garcia et al. (25). The objective and other
aspects of the study were explained to the patients in detail,
and all gave their written informed consent prior to partici-
pation. The study was approved by our respective ethical
review boards and by the Spanish regulatory authorities
(clinical trial NCT0042142).
Study design
MD-DC treatment. The patients were blindly random-
ized to receive three immunizations, at weeks 0, 2, and 4,
of at least 8· 106 MD-DCs pulsed with heat-inactivated
autologous virus (DC-HIV arm, 109 copies/dose), or three
immunizations with non-pulsed autologous MD-DCs (DC-
placebo arm), according to the procedure explained in detail
in Garcia et al. (25). Blood samples were obtained at weeks
- 2, - 1, 1, 3, 16, 24, and 48 for immunological determina-
tions, including NK cells and their cytotoxic regulatory re-
ceptors. The results of weeks - 2 and - 1 were used as
baselines. Inactivated autologous viruses were prepared as
previously described (26).
Cell staining and flow cytometry analysis
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were iso-
lated by standard Ficoll gradient centrifugation from 150-mL
samples of EDTA-treated venous blood taken from 11
chronic HIV-1-infected patients and 11 immunized HIV-
1-infected patients. Cells were frozen at - 80C for 1 wk and
then cryopreserved in liquid nitrogen at - 200C for trans-
port and processing. Cryopreserved PBMCs were thawed
and washed with PBS supplemented with 1% bovine serum
albumin and 2mM EDTA (FACS buffer).
The cell subpopulations NK CD56bright, NK CD56dim, and
NK CD56neg, deﬁned as CD3 -CD56bright, CD3 -CD56dim,
and CD3 -CD16 +CD56neg, respectively, were measured by
ﬂow cytometry in a four-color FACScalibur ﬂow cytometer
(Becton Dickinson, San Jose, CA), using the ﬂuorochrome-
labeled antibodies anti-CD3-PerCP (clone SK7), anti-CD16-
FITC (clone 3G8), and anti-CD56-APC (clone B159), obtained
from Becton Dickinson. A representative illustration of
cytometry analysis of NK cell subpopulations is shown in
Fig. 1.
In each one of the NK cell subpopulations, the NK cell
regulatory receptor CD85j/ILT-2 was analyzed using the
ﬂuorochrome-labeled antibody anti-CD85j-PE (clone GHI/
75) obtained from Becton Dickinson. In the NK CD56bright
and NK CD56dim subpopulations, the regulatory receptors
CD94-NKG2A and CD94-NKG2C were analyzed using the
ﬂuorochrome-labeled antibodies anti-CD94-FITC (clone
HP-3D9) obtained from Becton Dickinson, and anti-NKG2A-
PE (clone 131411) and anti-NKG2C-PE (clone 134591), ob-
tained from R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN).
The percentage of antibody-positive cells was calculated
by comparison with the appropriate isotype control anti-
bodies. Cytometry data were analyzed using the CellQuest
software package (Becton Dickinson). All the results of the
analysis related to NK-cell subpopulations and their recep-
tors are expressed as percentages of the total lymphocyte
population.
Statistical analyses were performed using IBM SPSS
software (version 18.0.0). A p value < 0.05 was considered to
be statistically signiﬁcant.
FIG. 1. Distribution of natural killer (NK) cell subsets in a representative cytometry study in placebo and vaccinated
patients. Quadrants represent the individual NK cell subpopulations, NK CD56neg (1) in placebo (17.79%) and vaccinated
patients (50.04%); NK CD56dim (2) in placebo (77.49%) and vaccinated patients (33.39%); and NK CD56bright (3) in placebo
(4.72%) and vaccinated patients (16.55%).
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Results
Changes in the percentages of the NK subpopulations
NK CD56dim, NK CD56bright, and NK CD56neg, and NK
subsets expressing the receptors CD85j/ILT-2, CD94,
NKG2A, and NKG2C, in immunized patients are shown in
Tables 1 and 2.
The levels of the three types of NK subpopulations analyzed
in HIV-1-immunized and placebo patients, as a percentage of
the total lymphocyte counts, indicate that there were no sig-
niﬁcant differences between placebo and immunized patients
in the NK CD56bright cell subpopulation. However, a tendency
for NK CD56dim cell subpopulations to fall in immunized
patients could be observed at week 24 (Table 1). Interestingly,
the levels of the NK CD56neg cell subpopulation rose in im-
munized patients from week 24 until the end of follow-up,
although this difference became statistically signiﬁcant only at
the 24th week ( p= 0.013; Fig. 2).
When the changes in the percentages of NK CD56 + sub-
populations expressing CD94-NKG2A and CD94-NKG2C
heterodimers were analyzed, no signiﬁcant differences were
observed (Table 2). However, the percentages of NK sub-
populations expressing CD85j/ILT-2 in NK CD56dim and NK
CD56bright cells was lower in immunized patients than in
placebo individuals.
In the case of the NK CD56dim cell subpopulation, the
decrease in the percentage of expression of CD85j/ILT-2 in
immunized patients compared with the placebo group was
statistically signiﬁcant at the ﬁrst ( p = 0.04) and 16th
( p = 0.017) weeks of follow-up (Fig. 3A and Table 1).
With regard to the NK CD56bright cell subpopulation, the
decrease in the percentage of expression of CD85j/ILT-2 in
immunized patients compared to the placebo group was
statistically signiﬁcant at the ﬁrst, third, 16th, and 48th weeks
of follow-up ( p= 0.004, p= 0.01, p= 0.009, and p = 0.05, re-
spectively; Fig. 3B and Table 2). No changes in the CD56neg
NK cell subpopulation expressing CD85j/ILT-2 were ob-
served (Table 2).
Finally, when we compared the values of NK cells ex-
pressing the CD85j/ILT2 receptor with plasma viral loads,
no signiﬁcant relationship was found between these pa-
rameters during the follow-up period, although a positive
correlation was seen in the case of NK CD56bright cells, which
was statistically signiﬁcant at the 48th week ( p= 0.015,
R = 0.89; Fig. 4).
It is noteworthy that the three vaccinated patients who
best controlled their viral load as a consequence of the vac-
cine (data not shown), displayed greater decreases in the
expression of CD85j/ILT-2 in NK CD56bright cells than other
patients.
Table 1. Percent Changes in Levels of Natural Killer (NK) Cell Subsets
NK CD56dim NK CD56bright NK CD56neg
Placebo Immunized Placebo Immunized Placebo Immunized
Time p Value Median Median p Value Median Median p Value Median Median
W1 0.83 1.71 - 4.10 0.13 - 0.08 0.09 0.35 - 8.95 4.34
W3 0.14 - 7.87 0.08 0.96 - 0.07 0.02 0.66 2.44 - 0.99
W16 0.56 3.06 - 1.83 0.67 0.06 - 0.27 0.89 0.54 2.22
W24 0.04 8.49 - 18.64 0.87 0.05 - 0.84 0.03 - 8.75 10.62
W48 0.49 2.84 - 13.72 0.82 - 1.11 - 0.04 0.69 - 6.87 10.80
Table 2. Percent Changes in Levels of Receptor Expression in Natural Killer (NK) Cell Subsets
NK CD56dim NK CD56bright NK CD56neg
Placebo Immunized Placebo Immunized Placebo Immunized
Time p Value Median Median p Value Median Median p Value Median Median
CD85j/ILT2 W1 0.04 - 1.98* - 9.63* 0.04 - 0.74* - 6.19* 0.70 - 1.84 - 4.68
W3 0.19 - 4.57 - 8.47 0.01 - 1.07* - 6.25* 0.49 - 6.03 - 7.55
W16 0.01 1.03* - 11.16* < 0.01 0.50* - 5.45* 0.21 2.27 - 12.45
W24 0.10 - 3.28 - 13.30 0.06 - 1.99 - 5.10* 0.96 - 9.07 - 16.14
W48 0.11 - 6.04 - 15.54 0.05 - 0.82* - 5.97* 0.91 - 10.35 - 8.29
CD94-NKG2A W1 0.04 10.98* - 0.27* 0.47 1.97 1.90
W3 0.16 2.73 - 0.34 0.46 2.47 - 4.06
W16 0.43 - 4.42 - 0.80 0.43 - 13.17 - 2.12
W24 0.34 - 3.42 2.03 0.06 - 3.73 8.38
W48 0.43 - 6.40 - 1.81 0.87 - 5.55 - 14.69
CD94-NKG2C W1 0.22 3.75 - 1.06 0.19 3.68 - 4.22
W3 1.00 - 1.79 1.82 0.65 0.57 0.94
W16 0.70 2.53 - 2.91 0.73 1.77 3.13
W24 0.26 - 1.35 3.18 0.74 - 2.35 - 1.49
W48 0.85 1.29 - 4.04 0.85 3.69 0.88
*Differences statistically signiﬁcant.




Recent evidence suggests that abnormalities not only in
the number of the NK cells, but also in their secretory and
cytolytic capacity, are relevant to the progression of HIV-1
infections (37). Speciﬁcally, in HIV-1 infection a larger sub-
population of dysfunctional NK CD56neg cells (39), and an
augmented expression of certain inhibitory receptors (38,30),
have been observed. Defective cytolytic (29) and ADCC ac-
tivity (1,12,45), and dysfunction in cytokine production have
also been detected (34,38).
A further objective of this work was to determine whether
the balance of NK cell subsets in HIV-1-infected patients is
altered when they are vaccinated with autologous HIV-
1-pulsed dendritic cells. This would tell us if the vaccine has
the ability to modify NK cell distributions, as normally ex-
pressed in HIV-1-positive individuals (2,28,39), and whether
any such changes are actually a consequence of the speciﬁc
vaccine used.
Our results identiﬁed no large differences between the
changes in percentages of NK CD56bright and NK CD56dim cell
subpopulations in immunized patients and placebo individu-
als, which suggests that the vaccine probably has no effect on
these subpopulations. However, we found that the level of the
NK CD56neg cell subpopulation rose in immunized patients
fromweek 24 until the end of the follow-up period (Fig. 2). The
rise seen in NK CD56neg cells could be a consequence of the
improvement in the adaptative immune response observed in
vaccinated patients, as reported in the preliminary article in-
cluding these same patients (26), although it does not exclude
the possibility that it may be due to the effect of the vaccine on
T-regulatory lymphocytes (47,35).
We do not know the reason for the rise in the NK CD56neg
cell subpopulation observed in the immunized patients, al-
though this may be due to the loss of NK CD56 + cells, as
originally described by Brunetta et al. (13) under other con-
ditions.
The observed increase in CD56neg cells after the adminis-
tration of the vaccine may be of signiﬁcance as a mechanism
that blocks the progression of HIV-1 infection in vaccinated
individuals. Obviously, these important immunological ef-
fects of the vaccine could be based on the biological char-
acteristics of these cells, which may act via their cytotoxic
capacity, and via the production of cytokines and IFN-c (9).
However, most importantly, they could interfere with the
progression of the infection, because CD56neg NK cells are
particularly relevant due to their capacity to produce and
secrete chemokines such as CCL3, CCL4, and CCL5 (10),
which are not only capable of acting as macrophage in-
ﬂammatory proteins, facilitating chronic inﬂammation (9),
but can also interfere with the entry of HIV-1 into host cells
(8), and recruitment of NK cells, T cells, and macrophages to
block HIV infection and reinforce the cytotoxic function of
these cells.
The ability of these three chemokines to bind to CC-
chemokine receptor 5 (CCR5) and to interfere with the re-
ceptor that acts as a co-ligand of HIV, has also been fre-
quently described. NK CD56neg cells are thus able to inhibit
HIV-1 entry into CD4+ and other HIV-1 target cells (17,) and
subsequently to suppress HIV-1 replication (21,43). How-
ever, this potential beneﬁcial effect of the vaccine caused by
NK CD56neg cell activity needs further study.
NK cell receptors
As the expression of CD94, NKG2A, and NKG2C, mea-
sured in NK CD56 + bright and CD56 + dim cell subpopulations
displayed no statistically signiﬁcant differences between
placebo and immunized patients, we can conclude that the
FIG. 2. Distribution of natural killer (NK) CD56neg cells in HIV-1-seropositive vaccinated and placebo patients. A rise in NK
CD56neg cells can be observed from the 24th week to the end of the study period in HIV-1-immunized patients. The values
were statistically signiﬁcant at the 24th week of treatment ( p= 0.013).
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vaccine has no effect on these receptors. However, when the
expression of the inhibitory receptor CD85j/ILT-2 was
measured, we found signiﬁcant changes between both
groups. Our data show a statistically signiﬁcant decrease in
the expression of CD85j/ILT-2 in both NK cell subpopula-
tions, NK CD56bright and NK CD56dim, in immunized pa-
tients, while no changes were observed in the placebo
group.
Given that CD85j/ILT-2 is expressed in NK cells and in
the majority of myelomonocytic cells (11), and that it binds
to different forms of HLA-I, including the regulatory mol-
ecule HLA-G (44), our results should be of both biological
and clinical signiﬁcance. Our ﬁnding of diminished ex-
pression of this receptor, which has an inhibitory functional
effect on NK cells (11), and also inhibits the adhesion of
NK cells to their target cells (23), is of importance in that its
low expression in NK CD56dim and NK CD56bright cell
subsets in immunized patients may facilitate enhanced NK
cell function. Speciﬁcally, it may be that an increase in
the secretory activity of NK CD56bright NK cells and the
cytolytic function of NK CD56dim cells are consequences
of the vaccine. This may have been due to a rise in the
cytotoxicity and secretory capability of NK cells obtained
from MD-DC-immunized patients (7). Furthermore, this
effect could even be beneﬁcial, as CD85j/ILT-2 has a tol-
erogenic effect on the production of IL-15 by dendritic cells,
and it also inhibits the adhesion of NK cells to target
cells (40).
Although an increase in NK cells expressing the CD85j/
ILT-2 receptor when ART is interrupted has been reported
FIG. 3. Trend lines reﬂecting changes in the percentages of (A) natural killer (NK) CD56dim-and (B) NK CD56bright-
expressing CD85j/ILT-2 cells in HIV-1-seropositive vaccinated and placebo individuals. (A) Trend line [equation: y= -
3.912ln(x) – 1.7675], which shows that changes in the percentage of NK CD56dim cells expressing CD85j/ILT-2 were reduced
in vaccinated patients relative to the placebo group. (B) Trend line [equation: y = - 1.341ln(x) – 2.4406], which shows that
changes in the percentage of NK CD56bright cells expressing CD85j/ILT-2 were reduced in vaccinated patients relative to the
placebo group.
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(37), this study demonstrates the opposite effect in im-
munized patients, since even though our patients were off
ART treatment, the level of expression of this receptor was
reduced. Further studies are needed to extend our
knowledge of the real effects of downregulating CD85j/
ILT-2 expression, and its inﬂuence on the inhibition of the
activity of NK cells and other immunoreactive cells as
consequences of employing the DC vaccine in HIV-1-in-
fected individuals.
The positive correlation seen between the levels of NK
CD56bright-expressing CD85j/ILT-2 cells and the viral load in
the 48th week of follow-up (Fig. 4) could be of biological
interest, although we do not know why this relationship did
not appear at any other time point when both NK CD56dim
and NK CD56neg cell subpopulations expressing the CD85j/
ILT-2 receptor were analyzed.
These results regarding NK cells and their receptors could
be of clinical relevance, since to our knowledge no data
concerning the role of NK cells in previous therapeutic vac-
cines are available. It may also be of interest in view of the
cross-talk described between NK cells and dendritic cells,
which were used as part of the vaccine in this work
(16,22,42). In any case, further functional studies to clarify the
hypotheses suggested here are required to better understand
the changes seen in NK cells and their receptors in vacci-
nated patients.
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